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Este trabalho teve como principal objectivo o estudo de macromoléculas de organismos 
marinhos. 
As esponjas marinhas foram colhidas na Reserva Natural da Berlenga, em Portugal, e na 
Ria de Ferrol, em Espanha. Todos espécimens foram classificados taxionomicamente e 
submetidos a testes para a detecção de actividade enzimática como haloperoxidase. A 
espécie com maior actividade enzimática como haloperoxidase e com maior biomassa 
disponível foi a esponja Erylus discophorus. Foram seleccionadas oito espécimens desta 
espécie, sete das quais foram colhidos na Reserva Natural da Berlenga (B125, B172, 
B206, B329, B351, B358 e B397) e um na Ria de Ferrol (F005). Este material biológico 
foi usado como material de partida para se proceder à extracção, purificação e 
caracterização da proteína com actividade como bromo e iodoperoxidase.  
Paralelamente, foi purificado o haloperoxidase de vanádio da alga castanha Laminaria 
saccharina, o qual foi usado como catalisador, em reacções de halogenação 
enzimáticas, onde se utilizaram substratos fenólicos como L-tirosina, L-dopa, catecol, 
guaiacol, L-fenilalanina, L-histidina, L-triptofano, adrenalina e L-dopamina, bem como 
iodeto de potássio e peróxido de hidrogénio. Algumas destas reacções foram também 
estudadas usando alternativamente o haloperoxidase da esponja Erylus discophorus.  
A maioria das reacções envolveu a produção de substâncias cromóforas e em alguns 
casos a produção de um precipitado preto insolúvel de características semelhantes à 
melanina. Estes compostos foram caracterizados por espectroscopia UV-vis, ESI-MS, 
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The work presented in this thesis is concerned with the study of macromolecules from 
marine organism, namely seaweeds and sponges. 
Firstly, marine sponges were collected from Reserva Natural da Berlenga, in Portugal, 
and Ferrol Ria, in Spain. All sponges species collected were identify and submitted to 
enzymatic tests to detect haloperoxidase enzymatic activity. The specie with larger 
amount of enzyme haloperoxidase activity and with greater biomass was Erylus 
discophorus. Eight different specimens of Erylus discophorus marine sponge were 
selected, seven collected at Reserva Natural da Berlenga (B125, B172, B206, B329, 
B351, B358 e B397) and one from Ferrol (F005), to perform extraction, purification and 
characterization of proteins with enzymatic activity as bromo and iodoperoxidases. 
Secondly, the haloperoxidases extracted from Erylus discophorus and from the brown 
algae Laminaria saccharina were used to carry out enzymatic halogenations reactions. 
In this stage, phenolic subtracts, such as L-tyrosine, L-dopa, catechol, guaiacol, L-
phenylalanine, L-hystidine, L-tryptophan, epinephrine and L-dopamine were used along 
with potassium iodide and hydrogen peroxide.  
In some of these reactions, production of chromophoric substances was observed and 
even in some cases a final black insoluble precipitated similar to melanin was produced. 
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Figura 1.2 – Ciclo de reacções de halogéneos na atmosfera [Colin 2004]. 
 
12 
Figura 1.3 – Estrutura esquemática de uma esponja, ao centro e fotografias de esponjas marinha de diversas espécies 
(www.parkweb.vic.gov.au consultado em 08/10/17). 
 
20 
Figura 1.4 – Esquema de produção da epinefrina e da melanina, o polímero sintetizado durante a resposta a invasões de 
corpos estranhos em esponjas. O enzima fenilalanina hidroxilase, na presença do coenzima 
tetrahidrobiopterina (BH4), hidroxila a fenilalanina dando origem à tirosina com posterior melanização 
[Müller et al. 1999]. 
 
25 
Figura 1.5 – Estrutura e reacção catalisada pelo enzima fluorinase. A – Estrutura de raios-X do centro activo do fluorinase 
complexado com 5’-fluoro-5-deoxiadenosina (5’FDA) [O’Hagan 2006, Cobb et al. 2006] B – Reacção 
catalisada pelo fluorinase [Deng et al. 2004, Deng et al. 2006]. 
 
32 
Figura 1.6 – Reacção catalisada por metiltransferases [Murphy 2003] 
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Figura 1.7 – Reacção catalisada por perhidrolases [van Pée e Unversucht 2003]. 
 
35 
Figura 1.8 – Estrutura do haloperoxidase hémicos extraído do fungo Caldoriomyces fumago. O grupo hémico encontra-se 
entre dois domínios proteicos de estrutura α-helicoidal [Littlechild 1999]. 
 
36 
Figura 1.9 – Estrutura química de caldariomicina (A), 2-cloro-1,3-ciclopentadieno (B), um composto intermediário 








Figura 1.11 – Coordenação do peróxido de hidrogénio ao átomo de ferro hémico, mediada por uma histidina, com 
formação dos compostos tautoméricos, 0 e 0* [Jones e Dunford 2005]. 
 
41 
Figura 1.12 – Ciclo catalítico de um haloperoxidase hémico. (1) Enzima hémico no estado nativo, (2) Composto I, (3) 
composto X, composto responsável pela libertação do ácido hipo-haloso (HOX), (4) composto II 
protonado, (5) composto II. Estes ciclos traduzem as reacções clássicas destes enzimas: reacção como 
peroxidase [(2) → [(4)] → (5) → (1)] (como por exemplo a oxidação do fenol) onde não há transferência 
de oxigénio para o substrato; reacção de halogenação [(3) → (1)]; reacção de hidroxilação [(4) → (1)] 
(como por exemplo a transferência do grupo OH para carbonos benzílicos]; reacções de sulfoxidação [(5) 
→ (1)], com transferência de oxigénio para o substrato [Hofrichter e Ullrich 2005] 
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Figura 1.13 – Formação da tetraiodotironina (T4-tiroxina) através do haloperoxidase hémico de um mamífero 
[Vaillancourt et al. 2006]. 
 
44 
Figura 1.14 – Mecanismo de oxidação de halogenetos, mediada pelo cloperoxidase de vanádio do fungo C. inaequalis. 
vanadato, no centro activo, está ligado à histidina e é estabilizado por ligações de hidrogénio. (A) ligação 
primeiro substrato (H2O2) ao vanádio, formando-se o peroxo-complexo intermediário (B) e o primeiro produ
(H2O) é libertado (C) antes da ligação e oxidação do ião halogeneto (X- = Cl-, Br-) ao peroxo-complexo (D) e
regeneração do enzima (A) [Natálio et al. 2008]. 
 
47 
Figura 1.15 – Centro activo do cloperoxidase de vanádio da C. inaequalis: enzima nativo e peroxo-complexo de vanádio(
[Ligtenbarg et al. 2003] 
 
48 
Figura 1.16 – A) Estrutura do centro activo do bromoperoxidase de vanádio (V-BrPO) da alga A. nodosum [Weyand et al. 
1999]. Linhas verdes a tracejado indicam ligações de hidrogénio. B)Representação esquemática do centro 
activo do cloroperoxidase de vanádio (V-ClPO) do fungo C. inaequalis. Linhas verdes a tracejado indicam 
ligações de hidrogénio. C) Estrutura do centro activo de uma das subunidades do bromoperoxidase de 
vanádio (V-BrPO) da alga C. officinallis [Weyand et al. 1999]. Linhas a verde e a tracejado indicam 




Figura 1.17 – Canal hidrofóbico do haloperoxidase de vanádio da C. inaequalis [Butler 1999]. 
 
50 
Figura 1.18- Estrutura tridimensional do V-ClPO do C. inaequalis [Macedo-Ribeiro et al. 1999]. 
 
51 
Figura 1.19 – Mecanismo de formação de sulfóxidos, via V-HPO, com de transferência de oxigénio. À esquerda V-BrPO 
da A. nodosum e à direita a cloroperoxidase de vanádio recombinante (rV-ClPO). O esquema representa os 
centros activo dos enzimas, na presença de peróxido, tendo por base a estrutura terciária do peroxo-
intermediário do V-ClPO. O sulfureto está representado como R1SR2 e para o sulfureto de metil-fenilo R1 é 
o grupo metilo e R2 o grupo fenilo [ten Brink et al. 2001]. 
 
54 
Figure 1.20 – Modelos tridimensionais de estruturas de haloperoxidases dependentes de vanádio. Sobreposição dos centros 
activos do cloroperoxidase do C. inaequalis (vermelho), do bromoperoxidase da A. nodosum (verde) e do 
bromoperoxidase da C. officinalis (azul). As cavidades dos centros activo dos três V-HPO apresentam uma 
grande semelhança. O vanadato (cinzento) encontra-se ligado, através de pontes de hidrogénio, à Nε-His 
(azul) e a oxigénios (vermelho) [Guex e Peitsch 1997]. 
 
55 
Figura 1.21 – Sobreposição das regiões dos centro activo do haloperoxidase de vanádio da Corallina officinalis (amarelo) 
e do fosfatase ácido da Escherichia blattae (rosa), evidenciando as ligações entre os aminoácidos próximos 
da ligação fosfato (azul) [Littlechild et al. 2002]. 
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Figura 1.22 – Biossíntese da 7-clorotetraciclina a partir da tetraciclina [van Pée e Zehner 2003] 
 
58 
Figura 1.23 – Biossíntese da pirrolnitrina na Pseudomonas fluorescens. PrnA – Triptofano 7-halogenase. PrnC – 
Monodescloroaminopirrolnitrina 3-halogenase. A actividade enzimática dos restantes enzimas (PrnB – 
Triptofano-7-cloro descarboxilase e PrnD – Aminopirrolnitrina oxidase) não está envolvida em 
halogenações durante biossíntese da pirrolnitrina. 
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Figura 1.24 – Sistema quimico-enzimático utilizado na produção de 7-clorotriptofano, via o enzima triptofano 7-
halogenase (Trp 7-hal) e o complexo de ródio [Cp*Rh(bpy)(H2O)]2+[Unversucht et al. 2005]. 
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Figura 1.26 – Mecanismo reaccional hipotético para a formação de 7-clorotriptofano [van Pée 2001]. 
 
66 
Figura 1.27 – Mecanismos proposto para a formação regiosselectiva do composto halogenado. A cloração do triptofano 
correu através do ataque dos electrões aromáticos p ao intermediário FAD-O-Cl, a abstracção de um H+ 
origina a produção do 7-clorotriptofano. 
 
67 
Figura 1.28 – (A) Canal onde é efectuada a ligação entre FAD e triptofano. Omitiu-se a cadeia lateral da treonina 348 
(T348) e apenas parte da molécula FAD é mostrada, para maior clareza. Parte da estrutura secundária da 
proteína foi removida para melhor visualização da imagem. A molécula de água W1 está representada como 
sendo uma esfera vermelha, W2 uma segunda molécula de água, encontra-se apenas na estrutura nativa, 
tendo sido colocada para ilustrar o percurso efectuado pelo ião cloreto (Cl-), do ácido hipocloroso (HOCL) 
para o substrato. A interacção do ácido glutâmico 346 (E346) com o triptofano, na posição 7, está 
representada através da linha vermelha tracejada. (B) Halogenação do triptofano através de uma substituição 
nucleofílica na posição 7. O intermediário de Wheland, representado entre parênteses, encontra-se 
estabilizado através da interacção com E346. A lisina 79 (K79), na forma apo, estabelece três pontes de 
hidrogénio, sugerindo um ambiente polar para o átomo azoto protonado. O anel indolo liga-se ao triptofano 
455 (W455) e à histidina 101 (H101), numa das faces, e à fenilalanina 103 (F103), noutra, estabilizando 
ainda mais o intermediário [Dong et al. 2005]. 
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Figura 1.29 – Centro-activo do Triptofano 7-halogenase PrnA [Anderson e Chapman 2006]. 
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Figura 1.30 – Produção de 7-clorotriptofano [Dong et al. 2005, Anderson e Chapman 2006]. 
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Figura 1.31 – Reacções redox da flavina e subsequente cloração do triptofano [Yet et al. 2006] 
 
72 
Figura 1.32 – Mecanismo proposto para a formação do intermediário enzimático, Lys-ЄNH-Cl, como agente clorante 
proximal [Yeh et al. 2007]. 
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Figura 1.33 – Estrutura cristalina do halogenase de ferro não-hémico SyrB2. A – Estrutura geral do enzima. B – Centro 
activo do clorinase, onde o FeII (castanho) está coordenado às duas histidinas, ao a-cetoglutarato 
(cinzento), à água (azul) e ao cloreto (verde) [Anderson e Chapman 2006]. 
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Figura 1.34 – Semelhanças entre as estruturas de um hidrolase (FIH) e um clorinase (SyrB2) de ferro não-hémico 
[Flashman e Schofield 2007]. 
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Figura 1.35 – Biossíntese da syringonicina e da coronatina [Anderson e Chapman 2006]. 
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Figura 1.38 – Proposta de mecanismo do halogenase FeII não-hémico dependente de α-cetoglutarato. R=-CH2-L-
CH(NH2)-CO-S-CytC2;  R’= -(CH2)2CO2- [Galonic et al. 2007]. 
 
81 
Figura 1.39 – Classificação das diferentes actividades levadas a cabo por polifenol oxidases. A) Actividade enzimática 
como cresolase e exemplo da oxidação da L-tirosina; B) Actividade enzimática como catecolase e exemplo 
da oxidação do L-dopa; C) Actividade enzimática como lacase e exemplo da oxidação do dimetoxifenol. 
 
86 
Figura 1.39 – Classificação das diferentes actividades levadas a cabo por polifenol oxidases. A) Actividade enzimática 
como cresolase e exemplo da oxidação da L-tirosina; B) Actividade enzimática como catecolase e exemplo 
da oxidação do L-dopa; C) Actividade enzimática como lacase e exemplo da oxidação do dimetoxifenol. 
 
88 
Figura 1.41 – Centros activo de cobre mononucleares do tipo II, onde os ligando amionoacídicos estão apresentados por 
bolas e barras com C a laranja, N a azul, O a vermelho e S a amarelo. O átomo central de cobre está 
representado por uma esfera castanha [MacPherson e Murphy 2007]. 
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Figura 1.42 – Centro dinuclear de cobre tipo III, onde o Cu está ligado a vários resíduos de histidina, onde os átomos de 
cobre estão representados a azul, as histidinas a verde, o oxigénio molecular a vermelho, o substrato 
fenólicos a turquesa [Decker et al. 2007]. 
 
90 
Figura 1.43 – Centro activo do enzima lacase: a) centro mononuclear de cobre tipo I; b) centro trinuclear de cobre tipo 
II/III; c) Estrutura do lacase extraído da Cerrena maxima, onde os centros de cobre estão representados por 
esferas castanhas, os dois canais para solventes que dão para o cluster tipo II/III está representado por 
moléculas de água, a azul [Lyashenko et al. 2006]. 
 
91 
Figura 1.44 – Hidroxilação da tirosina a dopa, oxidação do dopa a dopaquinona e oxidação do 5,6-dihidroxi-indole a 5,6-
dihidroquinona via tirosinase. 
 
93 
Figura 1.45 – Representação esquemática dos mecanismo de reacções dos tirosinases [Itoh e Fukuzumi 2007]. 
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Figura 1.46 – Esquema da produção de dímero fenólicos via tirosinase [Itoh e Fukuzumi 2007]. 
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Figura 1.48 – Esquema da produção de DHI e DHICA na eumelanina  
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Figura 1.50 – Estrutura do DHI (5,6-dihidroxindolo), e suas formas oxidadas SQ (forma reduzida da semiquinona), IQ 
(indoloquinona) e QI (quinona-imina), e o DHICA (ácido 5,6-dihidroxindolo-2-carboxílico): estruturas 
monoméricas da eumelanina. Formas isoméricas, tautoméricas e redox dos intervenientes na formação da 
melanina [Meredith et al. 2006, Galvão e Caldas 1989]. 
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Figura 1.51 – Exemplo de estrutura química de melanina natural [Barnes 1988]. 
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Figura 1.52 – Estruturas possíveis para 3 tipos de hexámeros da melanina: oxidada (a), semi-reduzida (b) e reduzida (c), 
onde as ligações de hidrogénio estão representadas a tracejado azul [Stark et al. 2005]. 
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Figura 1.53 – Estrutura esquemática da eumelanina. A unidade estrutural básica do oligómero planar é constituído por 
aproximadamente 5 unidades de DHICA/DHI. Estas unidades oligoméricas estão ligadas entre si através de 
interacções π, que formam, por sua vez, os filamentos [Clancy e Simon 2001]. 
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Figura 1.54 – A) Espectro de absorção calculado para um hexamero de camada única, oxidado (preto), semi-reduzido 
(vermelho) e reduzido (azul). B) Bandas de absorção calculadas para hexameros sintéticos da melanina. O 
espectro da estrutura mais oxidada, com apenas 1 camada está representado a azul, a vermelho está 
delineado o espectro de absorção da dupla camada e a verde o da tripla camada [Stark et al. 2005]. 
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Figura 2.2 – Estação de recolha da alga castanha Laminaria saccharina, Castelo do Neiva, Minho, Portugal. 
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Figura 2.3 – Alga Laminaria saccharina [www.weedseen.co.uk/ShowSpecies.asp?id=ZR6360]. 
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Figura 2.5 – Fluxograma para a preparação de extracto bruto, utilizando a precipitação sem e com o sulfato de amónio 
(processo de extracção I e II, respectivamente). 
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Figura 2.6 – Fluxograma para a preparação de extracto bruto, utilizando a precipitação com o etanol, através 
do processo de extracção III. 
 
165 
Figura 2.7 – Estrutura do L-Tirosina, ácido 2-amino-3-(p-hidroxifenil)propanóico ou 
parahidroxifenilalanina. Os átomos de carbono estão representados a azul claro, os de 
oxigénio a vermelho, os de azoto a azul escuro e os de hidrogénio a branco. 
 
183 
Figura 2.8 – Estrutura do L-dopa (3,4-dihidroxifenilalanina ou ácido (S)-2-amino-3-(3,4-dihidroxifenil) 
propanóico. Os átomos de carbono estão representados a azul claro, os de oxigénio a 
vermelho, os de azoto a azul escuro e os de hidrogénio a branco. 
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Figura 3.1 – Comparação dos resultados obtidos no doseamento de proteínas dos extractos brutos das esponjas marinhas 
pertencentes à espécie E. discophorus, utilizando metodologias diferentes: método de Warburg-Christian, 
método de Bradford e método de Lowry. 
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Figura 3.2 – Exemplo esquemático de montagem de um aparelho utilizado para SDS-PAGE. 
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Figura 3.3 – Perfil electroforético SDS-PAGE dos extractos brutos (EB) das diferentes esponjas pertencentes à espécie E. 
discophorus, recolhidas na Reserva Natural da Berlenga, obtidos após a coloração, pelo método do azul do 
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Figura 3.4 – Cromatograma obtido na separação de 9,50 mL de extracto bruto B125, em coluna de permuta 
iónica DEAE-Sephacel, usando como gradiente NaCl (0 → 2 M) em tampão 0,2 M Tris-SO4, 
pH 8,3, a 4ºC, a um fluxo de 1 mL.min-1. 
 
225 
Figura 3.5 – SDS-PAGE (a 10%, segundo Laemmli) das fracções obtidas durante a cromatografia em matriz DEAE-
Sephacel do extracto EB B125. Os géis A e B foram corados para proteínas, segundo o método do nitrato de 
prata e os géis C e D foram corados para actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. 
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Figura 3.6 – Cromatograma obtido na separação de 8,00 mL de extracto bruto B172, em coluna de permuta iónica DEAE-




Figura 3.7 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções obtidas durante a cromatografia em matriz DEAE-
Sephacel do extracto EB B172. O gel A foi corado para proteínas, segundo o método do nitrato de prata e o 
gel B foi corado para actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. 
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Figura 3.8 – Cromatograma obtido na separação de 8,50 mL de extracto bruto B206, em coluna de permuta iónica DEAE-




Figura 3.9 – PAGE-SDS a 10%, segundo Laemmli, das fracções obtidas durante a cromatografia em matriz DEAE-
Sephacel do extracto EB B206. Os géis A, B e C foram corados para proteínas, segundo o método do nitrato 
de prata, e os géis D, E e F foram corados para actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. 
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Figura 3.10 – Cromatograma obtido na separação de 6,50 mL de extracto bruto B351, em coluna de permuta iónica DEAE-




Figura 3.11 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções obtidas durante a cromatografia em matriz DEAE-
Sephacel do extracto EB B351. Os géis A e B foram corados para proteínas, segundo o método do nitrato de 
prata, e os géis C e D foram corados para actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. 
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Figura 3.12 – Cromatograma obtido na separação de 10,00 mL de extracto bruto B358, em coluna de permuta iónica 
DEAE-Sephacel, usando como gradiente NaCl (0 → 2 M) em tampão 0,2 M Tris-SO4, pH 8,3, a 4ºC. 
 
238 
Figura 3.13 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções obtidas durante a cromatografia em matriz DEAE-
Sephacel do extracto EB B358. Os géis A e B foram corados para proteínas, segundo o método do nitrato de 
prata, e os géis C e D foram corados para actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. 
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Figura 3.14 – Cromatograma obtido na separação de 8,00 mL de extracto bruto B397, em coluna de permuta iónica DEAE-




Figura 3.15 –SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 18) obtidas durante a cromatografia em matriz 
DEAE-Sephacel do extracto EB B397. Os géis A e B foram corados para proteínas, segundo o método do 
nitrato de prata, e os géis C e D foram corados para actividade como IPO, através do método da o-
dianisidina. 
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Figura 3.16 – Cromatograma obtido na separação de 6,50 mL de extracto bruto F005, em coluna de permuta iónica DEAE-




Figura 3.17 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 15) obtidas durante a cromatografia em matriz 
DEAE-Sephacel do extracto EB F005. Os géis A e B foram corados para proteínas, segundo o método do 




Figura 3.18 – Cromatograma obtido na separação de 2,00 mL de fracção, proveniente da DEAE da esponja E. discophorus 
B125, em coluna de permuta iónica Mono-Q, usando como gradiente NaCl (0 → 2 M) em tampão 0,2 M 
Tris-SO4, pH 8,3, a 4ºC. 
 
247 
Figura 3.19 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções obtidas durante a cromatografia em matriz Mono-Q do 
extracto B125. Os géis A e B foram corados para proteínas, segundo o método do nitrato de prata e para 
actividade como IPO, através do método da o-dianisidina, respectivamente. As pistas designadas por A2, 
A4, B2 e B4 são respeitantes às fracções 2 e 4 recolhidas em duas cromatografias distintas, A e B. A pista 
designada por B125 DEAE é a fracção de partida, proveniente da cromatografia em matriz DEAE. 
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Figura 3.20 – Cromatograma obtido na separação de 2,00 mL de fracção, proveniente da DEAE da esponja E. discophorus 
B125, em coluna de permuta iónica Mono-Q, usando como gradiente NaCl (0 → 2 M) em tampão 0,2 M 
Tris-SO4, pH 8,3, a 4ºC, a um fluxo de 1 mL.min-1. 
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Figura 3.21 – SDS-PAGE a 10 %, segundo Laemmli, das fracções (1 a 10) obtidas após cromatografia em matriz Mono-Q 
do extracto da esponja B125. Os géis A e B foram corados para proteínas, segundo o método do nitrato de 
prata, e os géis C e D foram corados para actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. Sendo 
as pistas designadas por B125 DEAE concentrado e B125 DEAE concentrado* a mesma fracção, no entanto 
a primeira foi mantida congelada até ao momento da cromatografia e a segundo descongelada 3 horas antes. 
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Figura 3.22 – Curva de calibração da coluna de matriz Sephacryl S300, eluída com 0,15 M NaCl em tampão 0,2 M Tris-
SO4 pH 8,3, a 4 ºC, com fluxo de 0,5 mL.min-1. 
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Figura 3.23 – Cromatograma obtido na separação de 4,00 mL de fracção, proveniente da DEAE e Mono-Q da esponja E. 
discophorus B125, em coluna de exclusão molecular Sephacryl S300, usando 0,15 M NaCl em tampão 0,2 
M Tris-SO4, pH 8,3, a 4ºC. 
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Figura 3.24 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções obtidas durante a cromatografia em matriz Sephacryl 
S300 do extracto semi-purificado B125. Os géis A e B foram corados para proteínas, segundo o método do 
nitrato de prata, e os géis C e D foram corados para actividade como IPO, através do método da o-




Figura 3.25 – Cromatograma obtido na separação de 4,00 mL de fracção, proveniente da DEAE e Mono-Q da esponja E. 
discophorus B125, em coluna de exclusão molecular Sephacryl S300, usando 0,15 M NaCl em tampão 0,2 
M Tris-SO4, pH 8,3, a 4 ºC, a um fluxo de 0,5 mL.min-1. 
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Figura 3.26 – PAGE-SDS a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 7) obtidas durante a cromatografia em matriz 
Sephacryl S300 do extracto semi-purificado B125. Os géis A e B foram corados para proteínas, segundo o 




Figura 3.27 – Cromatograma obtido na separação de 2 mL de fracção, proveniente da DEAE e Mono-Q da esponja E. 
discophorus B206, em coluna de exclusão molecular Sephacryl S300, usando 0,15 M NaCl em tampão 0,2 
M Tris-SO4, pH 8,3, a 4 ºC, a um fluxo de 0,5 mL.min-1. 
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Figura 3.28 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 8) obtidas durante a cromatografia em matriz 
Sephacryl S300 do extracto semi-purificado B206. Os géis A e B foram corados para proteínas, segundo o 
método do nitrato de prata, e os géis C e D foram corados para actividade como IPO, através do método da 
o-dianisidina. As pistas Mist DEAE e Conc DEAE, são resultantes da mistura das fracções provenientes da 
DEAE e da concentração da mesma fracção. As pistas Mist S300 e Conc S300, são resultantes da mistura 





Figura 3.29 – Cromatograma obtido na separação de 2,00 mL de fracção, proveniente da filtração em gel em matriz 
Sephacryl S300 da esponja E. discophorus B206, numa nova cromatografia de exclusão molecular 
Sephacryl S300, usando 0,15 M NaCl em tampão 0,2 M Tris-SO4, pH 8,3, a 4 ºC 
. 
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Figura 3.30 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 5) obtidas durante a segunda cromatografia em 
matriz Sephacryl S300 do extracto semi-purificado B206 Os géis A e B foram corados para proteínas, 




Figura 3.31 – Cromatograma obtido na separação de 4,00 mL de fracção, proveniente da DEAE e Mono-Q da esponja E. 
discophorus B358, em coluna de exclusão molecular Sephacryl S300, usando 0,15 M NaCl em tampão 0,2 
M Tris-SO4, pH 8,3, a 4 ºC, a um fluxo de 0,5 mL.min-1. 
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Figura 3.32 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 10) obtidas durante a cromatografia em matriz 
Sephacryl S300 do extracto semi-purificado B358. Os géis A e B foram corados para proteínas, segundo o 
método do nitrato de prata e os géis C e D foram corados para actividade como IPO, através do método da o-
dianisidina. As pistas Mist DEAE e Conc DEAE i e ii, são as fracções resultantes da mistura de fracções 
provenientes da DEAE e duas concentrações distintas da fracção misturada. 
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Figura 3.33 – Cromatograma obtido na separação de 2 mL de fracção, proveniente da DEAE e Mono-Q da esponja E. 
discophorus F005, em coluna de exclusão molecular Sephacryl S300, usando 0,15 M NaCl em tampão 0,2 
M Tris-SO4, pH 8,3, a 4 ºC, a um fluxo de 0,5 mL.min-1. 
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Figura 3.34 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções obtidas durante a segunda cromatografia em matriz 
Sephacryl S300 do extracto semi-purificado F005. Os géis A e B foram corados para proteínas, segundo o 
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Figura 3.35 – Cromatograma obtido na separação de 4,00 mL de fracção, em matriz Sephacryl S300, da esponja E. 
discophorus F005, em coluna de exclusão molecular Sephacryl S300, usando 0,15 M NaCl em tampão 0,2 
M Tris-SO4, pH 8,3, a 4 ºC, a um fluxo de 0,5 mL.min-1. 
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Figura 3.36 – Electroforese SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções obtidas durante a segunda cromatografia 
em matriz Sephacryl S300 do extracto semi-purificado F005. Os géis A e B foram corados para proteínas, 




Figura 3.37 – Espectro ultravioleta-visível da fracção enzimática contendo haloperoxidase extraído da esponja marinha 
pertencente à esponja F005 da espécie E. discophorus. 
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Figura 3.38 – Efeito da variação do pH do meio reaccional onde foram executados os testes de actividade enzimática como 
IPO, utilizando o extracto enzimático semi-purificado da esponja marinha F005 E. discophorus. 
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Figura 3.39 – Efeito do aumento da temperatura na variação da actividade enzimática como IPO no extracto purificado a 
partir da esponja pertencente à espécie E. discophorus, em tampão 0,1 M acetato pH 5,0, utilizando o 
extracto enzimático semi-purificado da esponja marinha F005 E. discophorus. 
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Figura 3.40 – SDS-PAGE a 12,5 %, segundo Laemmli, do extracto bruto enzimático extraído da alga castanha L. 
saccharina. Gel A corado para proteínas, segundo o método do nitrato de prata e gel B corado para 
actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. 
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Figura 3.41 – Cromatograma obtido na separação de 10 mL de extracto bruto da alga L. saccharina, em coluna de 
interacção hidrofóbica Phenyl-Sepharose, usando como gradiente (NH4)2SO4 (1,33 → 0 M) em tampão 0,05 
M Tris-Cl pH 9,0, a um fluxo de 1 mL.min-1 e em simultâneo os resultados das actividades enzimáticas 
específicas e doseamento de proteínas de cada fracção recolhida. 
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Figura 3.42 – Géis de electroforese corados para proteína com nitrato de prata. Padrões colocados na pista designada por P 








Figura 3.44 – Espectros ultravioleta-visível da mistura reaccional, seguida durante 10 minutos, a 25 ºC. A mistura contém 
0,324 mM KI, 0,324 mM L-Tyr, 1,02 mM H2O2 e 10,8 nM V-BrPO da alga L. saccharina, em tampão 0,1 M 
MES-Na pH 5,55, num volume total de 3 mL, contra um branco apenas composto por tampão 0,1 M MES-
Na pH 5,55, num volume total de 3 mL. 
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Figura 3.45 – Espectros ultravioleta-visível da mistura reaccional seguida durante 10 minutos, a 25 ºC. A mistura contem 
0,324 mM KI, 0,324 mM L-Tyr, 1,02 mM H2O2 e 10,8 nM V-BrPO da alga L. saccharina, em tampão 0,1 M 
MES-Na pH 5,55, num volume total de 3 mL, contra um branco contendo 0,324 mM KI, 0,324 mM L-Tyr, 
1,02 mM H2O2 em tampão tampão 0,1 M MES-Na pH 5,55 e 1,67 mM Tris-Cl pH 9,0 (tampão do extracto 
enzimático), num volume total de 3 mL. 
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Figura 3.46 – Efeito da variação de pH na absorvância a 290 nm isto é, na velocidade inicial de formação de intermediário. 
Condições das diferentes misturas reaccionais: 0,324 mM L-tirosina, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM 
de extracto enzimático V-BrPO, em 3,0 mL em tampão 0,1 M MES-Na pH 5,40; 5,50; 5,55; 5,70; 6,00; 6,30 
e 6,60, tendo sido o espectro foi traçado contra uma solução 0,324 mM de L-tirosina, 0,324 mM KI, 1,02 
mM H2O2, e 1,67 mM Tris-Cl pH 9,0, em 3,0 mL de solução tampão 0,1 M MES-Na pH 5,40; 5,50; 5,55; 
5,70; 6,00; 6,30 e 6,60. Reacções termostatizadas a 25 ºC. 
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Figura 3.47 – Sobreposição de espectros UV-vis das espécies L-Tyr, D-Tyr, MIT e DIT com concentrações de 0,324 mM 
em tampão 0,1 M MES-Na pH 5,70, traçados contra um branco 0,1 M MES-Na pH 5,70. 
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Figura 3.48 – Espectros UV-vis da reacção de iodação de L-Tyr nas seguintes condições reaccionais: 0,324 mM L-tirosina, 
0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM de extracto enzimático V-BrPO, em 3,0 mL em tampão 0,1 M MES-
Na pH 5,70, sendo o espectro traçado contra uma solução 0,324 mM de L-tirosina, 0,324 mM KI, 1,02 mM 
H2O2, tampão do extracto enzimático 1,67 mM Tris-Cl pH 9,0, em 3,0 mL de solução tampão 0,1 M MES-
Na pH 5,70. 
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Figura 3.49 – Estruturas da tirosina (Tyr), monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (DIT). 
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Figura 3.50 – Estrutura da 3,4-dihidroxifenilalanina (L-dopa). 
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Figura 3.51 – Variação da coloração da reacção entre L-dopa, iodeto de potássio, peróxido de hidrogénio, via V-BrPO da 
alga L. saccharina. 
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Figura 3.52 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO extraída da alga L. saccharina, em tampão 0,1 
M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm. 
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Figura 3.53 – Variação das absorvâncias a 305 e 505 nm em função do tempo, da reacção enzimática padrão de L-dopa, 
iodeto de potássio e peróxido de hidrogénio. 
301 
Figura 3.54 – Mecanismo de formação de intermediários precursores da melanina [Solano et al. 1997, Hernández-Romero 
et al. 2005]. 
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Figura 3.55 – Proposta de mecanismo de formação de intermediários precursores iodados da melanina. 
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Figura 3.56 – Espectros ultravioleta-visível traçados num intervalo de tempo de 190 minutos, obtidos a partir da omissão 
iterativa dos componentes da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO 
extraída da alga L. saccharina, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC, com varrimentos entre 
200 e 1000 nm. 
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Figura 3.57 – Variação da absorvância a 305 e 505 nm em função do pH e solução tampão, para a reacção contendo 0,324 
mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO extraída da alga L. saccharina, a 25 ºC. 
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Figura 3.58 – Variação do tempo necessário para atingir o máximo de absorção a 305 e 505 nm em função do pH e solução 
tampão, para a reacção contendo 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO 
extraída da alga L. saccharina, a 25 ºC. 
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Figura 3.59 – Espectros ultravioleta-visível traçados num intervalo de tempo de 190 minutos, obtidos a partir da reacção de 
0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO extraída da alga L. saccharina, em água 
bidestilada Millipore, a 25 ºC, com varrimentos entre 200 e 1000 nm. 
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Figura 3.60 – Variação do pH em função do tempo da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 
nM V-BrPO extraída da alga L. saccharina, em água bidestilada Millipore, a 25 ºC. Os varrimentos foram 
efectuados entre 200 e 1000 nm. 
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Figura 3.61 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM L-dopa, 0,324 mM KBr, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO extraída da alga L. saccharina, em tampão 
0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm. 
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Figura 3.62 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM L-dopa, 0,324 mM KSCN, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO extraída da alga L. saccharina, em tampão 
0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm. 
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Figura 3.63 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM HRP Sigma, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, 
a 25 ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
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Figura 3.64 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 100 L HPO extraída da esponja Erylus discophorus, em 
tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm. 
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Figura 3.65 – Variação das absorvâncias a 305 e 505 nm em função da variação da concentração do enzima halogenante 
das reacções entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, e V-BrPO extraída da alga L. 
saccharina, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC, visto em perspectivas diferentes. 
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Figura 3.66 – Variação das absorvâncias a 305 (A) e 505 (B) nm,  em função da variação da concentração do iodeto de 
potássio (0,032, 0,092, 0,162, 0,298, 0,324 e 3,24 mM) na reacção entre 0,324 mM L-dopa,1,02 mM H2O2, e 
V-BrPO extraída da alga Laminaria saccharina, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. 
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Figura 3.67 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM L-dopa, KIO4 com concentrações iguais a 0,0; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,30; 0,35, 0,40; 0,45, 0,50 e 6,67 
mM, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 
nm, a 25 ºC. 
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Figura 3.68 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM L-dopa, 0,03 mM KI3, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram 
efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
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Figura 3.69 – Espectro de massa de 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 % CH3CN e 0,1 % HCOOH, em modo positivo. 
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Figura 3.70 – Espectro de massa, em modo positivo, de 0,324 mM L-dopa em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 % 
CH3CN e 0,1 % HCOOH. 
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Figura 3.71 – Espectro de massa, em modo negativo, de 0,324 mM KI em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 % CH3CN 
e 0,1 % HCOOH. 
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Figura 3.72 – Espectro de massa, em modo positivo, de 1,02 mM H2O2 em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 % 
CH3CN e 0,1 % HCOOH. 
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Figura 3.73 – Espectro de massa, em modo positivo, de 40 mM V-BrPO em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 % 
CH3CN e 0,1 % HCOOH. 
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Figura 3.74 – Espectro de massa, em modo negativo, da reacção entre 0,324 mM KI e 1,02 mM H2O2 em 0,1 M acetato de 




Figura 3.75 – Espectro de massa da reacção entre 0,324 mM KI e 0,324 mM L-dopa em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 
20 % CH3CN e 0,1 % HCOOH, em modo negativo. 
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Figura 3.76 – Espectro de massa da reacção entre 0,324 mM KI e 0,324 mM L-dopa em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 
20 % CH3CN e 0,1 % HCOOH, em modo positivo. 
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Figura 3.77 – Espectro de massa da reacção entre 1,02 mM H2O2 e 0,324 mM L-dopa em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 
com 20 % CH3CN e 0,1 % HCOOH, em modo positivo. 
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Figura 3.78 – Espectro de massa da reacção entre 1,02 mM H2O2 e 0,324 mM L-dopa em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 
com 20 % CH3CN e 0,1 % HCOOH, em modo negativo. 
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Figura 3.79 – Espectro de massa da reacção entre 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO em 0,1 M acetato de 
sódio pH 5,4 com 20 % CH3CN e 0,1 % HCOOH, em modo positivo, no início da reacção e após 5 minutos 
do início da reacção. 
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Figura 3.80 – Espectro de massa da reacção entre 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO em 0,1 M acetato de 
sódio pH 5,4 com 20 % CH3CN e 0,1 % HCOOH, em modo negativo, no início da reacção e após 5 minutos 
do início da reacção. 
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Figura 3.81 – Espectro de massa da reacção entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO em 
0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 % CH3CN e 0,1 % HCOOH, em modo negativo, no início da reacção 
e após 5 minutos do início da reacção. 
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Figura 3.82 – Espectro de massa, em modo positivo, da reacção entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 
10,8 nM V-BrPO em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 % CH3CN e 0,1 % HCOOH, em modo positivo, 
no início da reacção e após 5 minutos do início da reacção. 
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Figura 3.83 – Espectro de massa da reacção entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO em 
0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 40 % CH3CN, em modo negativo, no início da reacção e a vários 
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Figura 3.84 – Vasos reaccionais contendo componentes resultantes da reacção 0,324 mM L-dopa, 0,324 m KI, 1,02 mM 
H2O2, 10,8 nM V-BrPO da alga L. saccharina, em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 em diferentes intervalos de 
tempo: 5, 30, 45 e 60 minutos após o início da reacção e última na última imagem encontram-se todos os 
vasos reaccionais após 60 minutos, sendo o primeiro tubo correspondente ao vaso ao qual foi adicionado 
ácido clorídrico após 5 minutos do início da reacção, o segundo, após 30 minutos, o terceiro após 45 
minutos, o quarto após 60 minutos, o quinto é a reacção não enzimática, contendo 0,324 mM L-dopa, 0,324 
m KI, 1,02 mM H2O2, 1,67 mM Tris-Cl pH 9,0, em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 e o último a reacção não 
enzimática com 50 mM HCl. 
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Figura 3.85 – Espectro de infravermelho (FTIR), traçado entre 4000 e 400 cm-1, em KBr (1:500) da melanina comercial da 
Sigma, e o precipitado preto obtido através da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 
10,8 nM V-BrPO da alga L. saccharina em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4. 
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Figura 3.86 – Difractograma de raio-X de pós, representando a intensidade relativa em função de 2 ângulos de Bragg, da 
melanina comercial Sigma, e o precipitado preto obtido através da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM 
KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO da alga L. saccharina em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4. 
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Figura 3.87 – Imagens obtidas por SEM da melanina comercial Sigma, e do precipitado preto obtido através da reacção de 
0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO da alga L. saccharina em 0,1 M acetato 
de sódio pH 5,4 Os sólidos foram revestidos em película de ouro. 
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Figura 3.88 – Espectros EDS da melanina comercial Sigma, e do precipitado preto obtido através da reacção de 0,324 mM 
L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO da alga L. saccharina em 0,1 M acetato de sódio 
pH 5,4. Os sólidos encontram-se revestidos em película de ouro. 
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Figura 3.89 – variação espectral dos componentes obtidos a partir da decomposição térmica da melanina comercial e do 
precipitado preto em 4 M KOH, a 60 ºC, soluções termostatizadas a 25ºC. 
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Figura 3.90 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM catecol, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO extraída da alga L. saccharina, em tampão 0,1 
M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Varrimentos entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
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Figura 3.91 – Mecanismo de formação e oxidação de benzoquinona, a partir do catecol, e oxidação da hidroxi-hidroquinoa 
a hidroxi-p-quinona, com formação de catecol-melanina com produto final [Mason 1949, Nelson 1944]. 
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Figura 3.92 – Mecanismo proposto para a produção do produto corado, tetraguaiacol, derivado da oxidação do guaiacol 
[Doerg et al. 1997]. 
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Figura 3.93 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM guaiacol, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM HRP Sigma, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 
5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
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Figura 3.94 – Mecanismo proposto para a produção, por via enzimática, de L-tirosina, L-dopa, L-dopaquinona, 
norepinefrina e epinefrina, a partir do aminoácido L-fenilalanina [Nelson e Cox 2000]. 
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Figura 3.95 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM L-Phe, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM HRP Sigma, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, 




Figura 3.96 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM L-His, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 
ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
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Figura 3.97 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM L-Tyr, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 
25 ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
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Figura 3.98 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM adrenalina, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, 
a 25 ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
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Figura 3.100 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM adrenalina, 0,324 mM KI, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram 
efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
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Figura 3.101 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM adrenalina, 0,03 mM KI3, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram 
efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
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Figura 3.102 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM L-dopamina, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM HRP Sigma, em tampão 0,1 M acetato de sódio 
pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
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Figura 3.104 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 
mM L-dopamina, 0,03 mM KI3, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram 
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Nos últimos anos foram descobertos inúmeros metabolitos halogenados com actividades 
biológicas de grande relevância, sendo uma larga quantidade extraídos de organismos 
marinhos, nomeadamente algas e esponjas [Teuten e Reddy 2007, Dembitsky e Tolstikov 
2003, Proksch et al. 2002]. Estes compostos halogenados são maioritariamente produzidos 
por enzimas que possuem a capacidade de oxidar os iões halogeneto e através da 
substituição nucleofílica introduzir estas espécies oxidadas em compostos orgânicos, 
potenciando deste modo a capacidade de actuarem como anti-virais, anti-cancerígeno, anti-
tumoral e anti-microbianos [Thakur e Müller 2004, Thakur e Anil 2000]. A extracção, 
purificação e caracterização de proteínas que apresentem a capacidade catalítica de 
halogenação torna-se, deste modo, a melhor forma para se entender o mecanismo de 
produção de compostos orgânicos halogenados, para posterior utilização destes 
mecanismos em síntese de fármacos. 
Nos últimos anos foram descobertos e caracterizados vários enzimas halogenantes [Baden e 
Corbett 1980, Wever et al. 1985, Almeida et al. 2001, Colin et al. 2003], no entanto, 
embora tenham sido isolados vários metabolitos bioactivos de esponjas marinhas [Thakur e 
Müller 2004], ainda não se conseguiu caracterizar estruturalmente nenhum catalisador 
halogenantes destes organismos, a não ser de uma forma preliminar [Nicolai et al. 2008, 
Baden e Corbett 1967]. 
Uma vez que o trabalho desenvolvido nesta tese, teve como objectivo a extracção e 
caracterização de macromoléculas com actividade enzimática halogenante de organismos 
marinhos, nomeadamente esponjas e algas e a utilização destes em algumas reacções de 
halogenação, o capítulo da introdução pretende dar uma panorâmica geral sobre os 
halogéneos e a sua importância no meio marinho, distinguir os diferentes enzimas 
halogenantes e diferenciá-los de enzimas oxidantes com actividade como polifenoloxidase, 
uma vez que ambos podem catalisar reacções de produção da macromolécula melanina, em 
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1.1 Compostos Halogenados 
 
1.1.1 Definição e propriedades físico-químicas dos halogéneos 
 
O Flúor (F), o cloro (Cl), o bromo (Br), o iodo (I) e o astato (As) pertencem à série química 
dos halogéneos, o grupo 17 (7A) da tabela periódica dos elementos, os quais apresentam 
sete electrões no nível mais externo de energia, a denominada camada de valência. Estes 
elementos possuem uma elevada electronegatividade, sendo o flúor o mais electronegativo 
[Greenwood e Earnshaw 1997].  
 
Um halogéneo adquire estabilidade química, na forma de ião halogeneto (X-). No estado 
elementar os halogéneos apresentam maior estabilidade sob a forma de moléculas 
diatómicas (F2, Cl2, Br2, I2). Todos estes elementos são muito tóxicos, extremamente 
oxidantes e quimicamente bastante reactivos. Muitos compostos orgânicos sintéticos e 
alguns naturais contêm halogéneos, sendo designados por compostos halogenados. O iodo é 
o halogéneo de maior raio atómico, a sua ligação covalente ao carbono é a mais fraca, 
quando comparada com os restantes elementos do seu grupo, o que significa que compostos 
orgânicos iodados são bastante instáveis [Greenwood e Earnshaw 1997]. 
 
1.1.2 Compostos inorgânicos halogenados 
 
A crosta terrestre possui cerca de 550 ppm de flúor, na sua maioria sob a forma de CaF2, 
(fluoreto de cálcio), Na3AlF6 (criolite) e Ca5(PO4)2F (fluorapatite), o que faz com que seja o 
décimo terceiro elemento mais abundante na terra. Nos oceanos, o flúor encontra-se numa 
concentração aproximada de 1,2 mg.L-1, sendo um elemento minoritário [Greenwood e 
Earnshaw 1997, Spotte e Bidwell 1985]. 
 
A quantidade de cloro (120 ppm) encontrada na terra é aproximadamente cinco vezes 
inferior à de flúor. O cloro existe maioritariamente nos oceanos, sob a forma de cloreto de 
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sódio (NaCl), a uma concentração de 1,2 g.L-1, ou seja, aproximadamente 550 mM 
[Greenwood e Earnshaw 1997, Spotte e Bidwell 1985]. 
 
A quantidade de bromo e iodo encontrada na crosta terrestre é muito baixa, cerca de 2,5 
ppm e 0,45 ppm, respectivamente, o que corresponde a 300 e 1200 vezes menos que o 
flúor. Estes dois elementos encontram-se mais facilmente nos oceanos, nas suas formas 
aniónicas, com concentrações aproximadamente de 65 mg.L-1 (1 mM) para o bromo, 
(elemento minoritário) e aproximadamente de 50 µg.L-1 (0,45 µM) para o iodo (um 
elemento vestigial) [Greenwood and Earnshaw 1997]. 
 
O iodo existe maioritariamente nas águas do mar, dissolvido nas suas formas inorgânicas: a 
forma de iodato (IO3-), numa gama de concentrações entre 0,1 e 0,45 µM e na forma de 
iodeto (I-), com concentrações que variam entre 0,01 e 0,25 µM; também é possível 
encontrar, em quantidades vestigiais, iodo na sua forma molecular (I2), na forma de ácido 
hipo-iodoso (HIO), na forma de iodo elementar e sob a forma de diversos compostos 
orgânicos iodados [Wong 1991, Wong e Cheng 2001ª, Wong e Cheng 2001b, Carpenter 
2003]. Embora a concentração total de iodo dissolvido seja relativamente constante e 
independente da localização geográfica, o que faz com que este composto seja um 
excelente bio-intermediário [Wong e Cheng 2001], a distribuição de IO3- e I- pode variar 
consoante a profundidade e a localização geográfica. As concentrações mais elevadas de 
iodeto são encontradas nas águas superficiais. Esta concentração diminui com a 
profundidade, atingindo valores próximos aos do limite de detecção abaixo da zona 
eufótica. Concomitantemente, a concentração de iodato aumenta com a profundidade, 
atingindo valores relativamente constantes na zona eufótica [Wong e Cheng 2001]. 
 
Nos oceanos, os compostos inorgânicos halogenados podem ser classificados em duas 
categorias: “não-reactivos” e “reactivos”. Os compostos inorgânicos não reactivos 
(halogenetos X- e halogenatos XO3-) podem ser transformados, fotoquimicamente ou pela 
acção de enzimas, em compostos inorgânicos reactivos (HOX, X2 e X3-) [Ligtenbarg et al. 
2003]. Estes últimos podem, por sua vez, reagir com matéria orgânica e dar origem a 
compostos orgânicos halogenados [Greenwood e Earnshaw 1997]. 
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1.1.3 Compostos orgânicos halogenados 
 
Actualmente, estão identificados mais de 4500 compostos orgânicos halogenados, de 
origem natural, cerca de 50% dos quais são clorados [Gribble 2004]. Existem diversas 
estruturas moleculares para estes compostos, que vão desde moléculas muito simples, 
compostas por um átomo de carbono, até moléculas mais complexas (derivados terpénicos, 
indólicos, lipídicos, aminoacídicos, entre outros). Alguns destes compostos, pertencentes a 
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A) Ácido bromo-iodo-acético, B) 2-Cloro-2-iodoacetamida e 
C) 2-Bromo-2-cloroacetamida, são alguns dos compostos 
produzidos pelas algas Asparagopsis taxiformis, 
Asparagopsis armata e Falkenbergia rufolanosa [Dembitsky 
e Srebnik 2002]. 
D) C-15 acetogina sintetizada pela alga Laurencia 
implicata e pelo molusco Aplysia brasiliana 

















E) Ácido 7,8-dicloropalmitico é um ácido gordo extraído do molusco Mytilus edulis [Dembitsky e Srebnik 2002]. 
F) Diphyne A foi isolada da esponja Diplatrella sp., apresenta actividade de inibição da integrase HIV-1 [Lerch et al. 









































H) Plakohypaphorina A é um derivado iodado do triptofano, isolado da esponja Plakortis simplex [Campagnuolo et al. 
2003]. I) Polibromofenol isolado da alga vermelha Rhodomela confervoids actua como defesa química [Fan et al. 












































K) Tiroxina, isolada da glândula mamária [Dembistsky et al 2002]. L) Rubrolides A foi encontrado na ascídia 
Riterella rubra, apresenta uma elevada actividade anti-bacteriana e promove inibição selectiva de fosfatases 
[Dembistsky et al. 2003]. M) Tasihalide A foi o primeiro exemplo de um diterpenóide iodado, isolado da 















































N) O antibiótico cancomicina é derivado da Amycolatopsois orientalis [Gribble 2004]. 
 
Figura 1.1 – Exemplos de produtos naturais halogenados. 
 
 
Os compostos orgânicos halogenados são sintetizados naturalmente por um enorme leque 
de organismos vivos (bactérias, fungos, plantas e animais, inclusive humanos), também 
podem formar-se durante processos naturais abióticos, tais como fogos florestais, vulcões e 
outros processos geotérmicos [Dembitsky e Srebnik 2002, Gribble 2003, Gribble 2004]. 
Outros compostos como clorofluorohidrocarbonetos, policlorobifenóis e outros poluentes 
orgânicos são de origem estritamente antropogénica. 
 
Enquanto os metabolitos clorados e fluorados são produzidos, preferencialmente, em 
ambientes terrestres e são, na sua maioria, de origem antropogénica, os metabolitos 
bromados e iodados que predominam nos ambientes marinhos são maioritariamente de 
origem biogenética. Embora o flúor seja o halogéneo mais abundante na crosta terrestre, os 
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Os compostos halogenados, constituídos por um a quatro átomos de carbono, podem ser 
voláteis e são designados por compostos orgânicos halogenados voláteis ou VHOC (do 
inglês Volatile Halogenated Organic Compounds); encontram-se em quantidades vestigiais, 
na ordem dos ng.L-1 nos oceanos e atmosfera, contribuindo activamente na química 
atmosférica [Platt e Hominger 2003]. 
 
1.1.4 Ciclo biogeoquímico dos halogéneos 
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Os VHOC, de origem antropogénica e alguns de origem biogénica, na sua maioria 
compostos clorados, são lançados directamente para a atmosfera, principalmente os mais 
voláteis, ou para as águas costeiras e rios, através dos efluentes industriais e urbanos. 
 
Os compostos orgânicos halogenados voláteis biogénicos são produzidos na sua grande 
maioria à superfície dos oceanos por diversos processos [Rhew et al. 2000]. Estes produtos 
são formados e emitidos pelos halófitos [Moore et al. 1995], fitoplâncton [Carpenter et al. 
2000, Baker et al. 2001], macroalgas [Laturnus 1995] ou ainda por produtos formados em 
reacções fotoquímicas [Moore e Zafiriou 1994]. 
 
Os VHOC presentes nas águas dos mares e oceanos volatilizam-se para a atmosfera, onde 
são rapidamente dissociados por fotólise ou através de reacções com radicais hidroxilo 
[Liss 1996]. Este fenómeno dá origem a inúmeros compostos halogenados reactivos, 
nomeadamente os radicais de halogéneo X• e provoca um enorme aumento dos óxidos de 
halogéneo [Wayne et al. 1995, Platt e Janssen 1995, Kolb 2002, O’Dowd et al. 2002]. A 
química dos halogéneos na atmosfera é extremamente complexa [Chatfiel e Crutzen 1990, 
Toumi 1994, Plat e Janssen 1995]. Estes elementos, e seus derivados, intervêm em diversas 
reacções químicas e contribuem em larga escala para a destruição do ozono troposférico e 
estratosférico [Molina et al. 1974, Yung et al. 1980, Prather et al. 1984, Platt e Honninger 
2003, Carpenter 2003]. 
 
Estes halogéneos reactivos podem ser inactivados na fase gasosa ou na fase de aerossol e 
posteriormente regenerados por via fotoquímica. São definitivamente eliminados da fase 
gasosa através dos aerossóis na forma iónica [Campos et al. 1996, Truesdale e Janssen 
1996, Laniewski et al. 1999]. 
Os halogenetos inorgânicos dissolvidos nas águas dos mares estão desta forma disponíveis 
para produzir os VHOC biogénicos. A nível dos sedimentos, a diagénese dos compostos 
halogenados não voláteis envolve um fluxo de halogéneos dissolvido nas colunas de água. 
[Upstill-Goddart e Elderfield 1988, Wong 1991]. Completa-se, deste modo, o ciclo global 
dos compostos halogenados (Figura 1.2). 
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No ciclo biogeoquímico, as algas marinhas e o fitoplâcton são as mais importantes fontes 
de produção biogénica de compostos halogenados voláteis, que são posteriormente 
transferidos da superfície oceânica para a atmosfera. Contudo, os mecanismos de formação 
bioquímicos e fisiológicos destes compostos halogenados e suas funções biológicas ainda 
estão por esclarecer. Este facto impossibilita a descrição do modo como os compostos 
halogenados são transferidos para estes organismos e desta forma avaliar a sua implicação 
no ciclo dos halogéneos [Colin 2004]. 
 
1.1.5 Formação de produtos naturais halogenados 
 
Os produtos naturais halogenados formam-se através de dois tipos de mecanismos, os 
físico-químicos e os catalíticos. 
 
1.1.5.1 Processos físico-químicos 
 
A formação de monohalometanos (CH3X) é efectuada essencialmente através da metilação 
de um halogeneto (X-). Este processo é possível através do uso de compostos sulfatados 
que actuam como doadores formais de iões CH3+. Exemplos desses compostos são a 
dimetil-β-propiotetino [(CH3)2S+CH2CH2COO-]), a  S-adenosil-L-metionina 
[HOOCCH(NH2)CH2CH2S+(CH3)adenosina] e o cloreto de metilo sulfónico 
[HOOCC(NH2)HCH2CH2S+(CH3)2Cl-] [Urhahn e Ballschmiter 1998, Ballschmiter 2003]. 
 
O CH3I é fotoquimicamente produzido à superfície dos oceanos [Urhahn e Ballschmiter 
1998, Ballschmiter 2003], através da fotólise da matéria orgânica dissolvida, a qual origina 
radicais metilo (CH3•) aliados à oxidação do iodo por diversos oxidantes tais como o 
radical o hidroxilo (OH•), que dá origem à formação do radical iodo (I•), produzindo deste 
modo o CH3I, por recombinação radicalar dos radicais metilo e iodo [Moore e Zafiriou 
1994, Happell e Wallace 1996]. 
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A substituição de compostos organo-halogenados por compostos de origem biogénica é 
possível através de mecanismos radicalares, por intervenção de energia luminosa ou através 
de trocas iónicas [Ballschmiter 2003]. 
 
1.1.5.2 Processos catalíticos 
 
Embora estejam identificados um elevado número de compostos orgânicos halogenados, os 
mecanismos que catalisam a incorporação dos átomos de halogéneo nos compostos 
orgânicos são pouco ou nada conhecidos. Contudo, certas vias biossintéticas propostas 
levantam a questão relativamente à produção, directa ou indirecta, destes compostos por 
enzimas [McCormick 1997, Kirner 1998, Murphy 2003, van Pée e Zehner 2003]. 
 
Entre os enzimas halogenantes conhecidos, existem três de origem estritamente bacteriana: 
os fluorinases, os perhidrolases e os halogenases. Dois outros tipos de enzimas foram 
identificados nos procariotas e eucariotas: os metiltransferases e os haloperoxidases. 
 
Na sessão 1.3 desta tese iremos abordar de uma forma exaustiva e comparativa as 
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1.2 Organismos marinhos produtores de compostos 
halogenados. 
 
Para melhor contextualização deste trabalho, que tem por base a extracção de enzimas 
halogenantes de organismos marinhos e a sua utilização na produção, in vitro, de 
compostos halogenados, introduzimos este capítulo, onde é feita uma abordagem dos 
aspectos biológicos dos organismos em estudo: esponjas e algas marinhas. 
 
1.2.1 Esponjas marinhas 
 
1.2.1.1    Morfologia, classificação e reprodução 
 
As esponjas são animais invertebrados, aquáticos, multicelulares, sesséis, desprovidos de 
tecidos bem definidos, pertencentes ao filo Porífera [Wiens et al. 1998, Müller e Müller 
2003, Araújo et al. 2003]. Têm a forma de pequenas bolsas, com uma abertura principal, o 
ósculo, que comunica com a cavidade gastrovascular. A água, com o material particulado 
dissolvido, que lhe serve de alimento, penetra por pequenas aberturas da parede do corpo 
designadas por poros inalantes e na cavidade do corpo, as células amebocíticas captam o 
alimento por fagocitose [Moderna 1985]. Os coanócitos ou células flageladas, situadas na 
parede corporal são responsáveis pela corrente de água que penetra pelos poros e sai pelo 
ósculo [Meglitsch e Schran 1991]. O esqueleto das esponjas é formado por espículas que 
podem ser calcárias ou siliciosas e apresentam várias formas de indubitável valor em 
sistemática [Moderna 1985]. Das cerca de 10000 espécies de esponjas conhecidas 98% são 
marinhas e vivem em profundidades variáveis, desde a zona intertidal até às fossas abissais, 
fixas ao solo ou a objectos submersos [Moderna 1985, Meglitsch e Schran 1991, Müller e 
Müller 2003]. 
Na figura 1.3 está representada esquematicamente a estrutura interna de uma esponja bem 
como imagens de esponjas marinhas de diferentes espécies. 
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Jardim de esponjas 
 
Figura 1.3 – Estrutura esquemática de uma esponja, ao centro e fotografias de esponjas 
marinha de diversas espécies (www.parkweb.vic.gov.au consultado em 08/10/17). 
 
 
Os Porifera estão classificados no grupo ou sub-reino parazoa, considerado um grupo 
taxonómico paralelo a todos os outros animais (eumetazoa) e carecem de várias estruturas 
que outros animais possuem, como sistema nervoso, muscular e locomoção. No entanto, 
estudos recentes sugerem que este grupo é a base de evolução de outros grupos de animais 
[Müller e Müller 2003]. 
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A divisão do filo Porifera em classes é feita com base no tipo de espículas que apresentam 
[Müller e Müller 2003]: 
 
• Classe Calcarea – espículas compactas de carbonato de cálcio (CaCO3). 
• Classe Hexactinellida – espículas de sílica (SiO/H2O), são muito raras. 
• Classe Demospongiae – "esqueleto" de fibras de espongina com ou sem espículas 
de sílica. 
 
As esponjas podem reproduzir-se sexuada ou assexuadamente, conforme as condições 
ambientais. Os gâmetas são produzidos por uma diferenciação dos amebócitos que são 
lançados no ambiente aquático, onde a fecundação pode ocorrer de forma externa ou 
interna, porém o desenvolvimento processa-se de forma externa, do tipo indirecto, pois é 
possível observarem-se larvas designadas por anfiblástula. Em relação à reprodução 
assexuada, as esponjas apresentam um alto grau de regeneração, podem reproduzir-se 
através do processo de desenvolvimento externo ou interno, regeneração ou gemulação, que 
produzirá uma nova esponja adulta. Uma esponja produzida de forma assexuada tem 
exactamente o mesmo material genético que o seu progenitor. 
 
Não existem muitos registos fósseis de esponjas, no entanto, foram encontrados, um pouco 
por todo o mundo, alguns fósseis. Alguns destes fósseis, como a Hydnoceras e a 
Prismodictya, do período Devoniano, foram encontrados no estado de Nova York, no 
entanto, nos Alpes europeus existem alguns fósseis bem preservados do período Jurássico e 
mais precisamente em Inglaterra e França existem alguns fósseis do Cretáceo.  
Existem fósseis com 1 cm e outros com mais de 1 m, variando muito em formato, mas as 
mais comuns são em forma de vaso (como as Ventriculites), em forma de esfera (como as 
Porosphaera), de prato (Astraeospongiae), folha (Elasmostoma), ramos (Doryderma) e 
outras de estruturas muito irregulares. 
Embora 90% das esponjas actuais sejam da classe Demospongiae, os registros fósseis desse 
tipo são menos comuns que os de outros tipos, pois os esqueletos são compostos de uma 
espongina relativamente frágil, que não se fossilizam muito facilmente. 
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1.2.1.2   Metabolitos e simbiontes 
 
As esponjas marinhas são fonte de um vasto leque de metabolitos secundários [Taylor et al. 
2007, Kanagasabhapathy et al. 2005, Myers 2001]. Muitas espécies produzem substâncias 
tóxicas que poderão estar relacionadas com a defesa química, relativamente aos seus 
predadores [Okino et al. 1995, Hirota et al. 1996, Tsukamoto et al. 1996]. Muitos destes 
compostos contêm halogéneos, exemplos disso são os derivados de ácidos gordos, pirróis, 
indolos, derivados de fenóis, derivados de tirosina, terpenos, difenilo éteres e dioxinas, 
entre outros [Nicolai et al. 2008, Pham et al. 1999, Cafieri et al. 1998, Qureshi et al. 1999, 
Utkina et al. 2005, Nicolas et al. 2005, Saeki et al. 2002,  Kijjoa et al. 2002, Miyaoka et al. 
2006, Vetter e Jun 2003, Hanif et al. 2007, Utkina et al. 2001], sendo estes halometabolitos 
produzidos provavelmente por enzimas halogenantes, nomeadamente os haloperoxidases 
[Nicolai et al. 2008]. Os produtos químicos libertados por estes animais multi-celulares 
poderão também estar relacionados com a competição para assegurar espaço no 
ecossistema. Alguns destes compostos são de grande importância a nível farmacológico, 
incluindo os que apresentam actividades respiratórias, cardiovasculares, gastrointestinais, 
anti-inflamatórios, anti-tumorais, antibióticas e anti-virais [Silva et al. 2006, Bowman et al. 
2003, Mayers 2006, Thompson et al. 1995]. 
 
Alguns tipos de esponjas, nomeadamente as perfurantes, para evitarem o arrastamento pela 
maré, fixam-se a corais ou moluscos, provocando por vezes a morte destes organismos, 
contudo este é um processo benéfico do ponto de vista ecológico, visto que estes filtradores 
ajudam no processo de reciclagem do cálcio, convertendo o cálcio na sua forma solúvel, 
permitindo a utilização deste elemento por outros organismos [Myers 2001]. 
 
Os Porifera podem hospedar um grande número e variedade de pequenas plantas marinhas, 
que vivem nestes sistemas porosos ou à sua volta [Myers 2001]. Estes animais podem, 
também, alojar vários microrganismos tais como archaebactérias, cianobactérias, algas 
unicelulares, fungos, entre outros [Kanagasabhapathy et al. 2005, Meyer e Brummer 2006], 
muitos destes organismos desempenham funções vitais para a esponja, como por exemplo a 
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nutrição [Kanagasabhapathy et al. 2005] e, por sua vez, os Porifera oferecem a sua 
estrutura como suporte e protecção a muitos outros animais e plantas [Myers 2001]. 
Estudos realizados na área da microbiologia demonstraram que as esponjas são também 
ocupadas por bactérias e que essa taxa de ocupação pode chegar, em casos extremos, aos 
40% da biomassa total da esponja [Taylor et al. 2007, Kanagasabhapathy et al. 2005]. Esta 
complexa comunidade microbiana, localizada em esponjas marinhas, é filogeneticamente 
distinta das comunidades encontradas no plâncton marinho ou nos sedimentos marinhos 
[Fieselet et al. 2004]. O papel desempenhado pelas comunidades microbianas que vivem 
associadas às esponjas é ainda pouco conhecido. Contudo, foi demonstrado que algumas 
esponjas vivem em simbiose com cianobactérias, que fornecem à esponja nutrientes 
provenientes da fotossíntese [Hoffman et al. 2005].  
 
1.2.1.3   Mecanismos de defesa 
 
Os mecanismos de defesa utilizados pelas esponjas continuam por esclarecer. Existem 
várias espécies de esponjas que produzem compostos bioactivos com propriedades anti-
virais, anti-inflamatórias, herbicidas, anti-incrustantes, anti-micobacterianas, entre outras 
[Blunt et al. 2006]. Foram detectados compostos bromados nas células de esponjas da 
espécie Aplysina fistularis cuja aparente função é a redução de superfícies incrustantes 
[Thompson et al. 1983].  
Por outro lado, as esponjas são conhecidas por possuírem uma notável capacidade 
regenerativa. Estes animais desenvolveram mecanismos para distinguir as suas próprias 
células, de células externas ao organismo, havendo duas formas distintas de rejeição de 
corpos estranhos, sendo que algumas esponjas possuem a capacidade de isolar os tecidos 
contaminados dos da restante biomassa da esponja, através da construção de barreiras, onde 
a reorganização tecidular permite a exclusão do tecido danificado, havendo a entrada de 
água para as restantes regiões saudáveis da esponja, enquanto outras podem reagir 
citotoxicamente, com consequente produção de citoxinas e o encapsulamento de 
componentes estranhos, através da fagocitose [Webster 2007]. 
Um outro tipo de sistema de defesa dos Porifera, semelhante a vários outros animais 
invertebrados, é constituído por um sistema de activação de profenoloxidase. O produto 
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final da actividade do fenoloxidase é a melanina, um produto que se encontra em diversos 
elementos pertencentes ao sub-reino metazoa. O enzima é activado através de uma protease 
(serina-protease), sendo a sua forma inactiva a profenoloxidase [Müller et al. 1999, 
Söderhäll e Cerenius 1998, Wiens et al. 1998]. A melanina e seus intermediários reactivos 
apresentam actividade anti-fúngica, anti-bacteriana e anti-viral [Müller et al. 1999, 
Burkhart e Burkhart 2005] e também foi verificado que a melanização dos tecidos dos 
porifera ocorre durante o processo de identificação de células estranhas ao sistema. Este 
polímero forma-se a partir da tirosina via um enzima com actividade como 
polifenoloxidase. No entanto, o aminoácido tirosina é sintetizado a partir da fenilalanina 
pelo enzima fenilalanina hidroxilase [Müller et al. 1999]. Este importante processo de 
melanização é controlado pelo fenoloxidase que determina a produção da melanina e não 
permite a sua formação excessiva [Cerenius e Söderhäll 2004]. Na figura 1.4 é possível 
observar a representação esquemática para a produção da hormona epinefrina e da melanina 
através da fenilalanina. 
Foram encontrados algumas esponjas que apresentam melanina nas suas estruturas, como 
por exemplo as espécies Halichondria, Hymeniacidon, Microciona e Verongia [Müller et 
al. 1999, Wiens et al. 1998]. Embora tenha sido detectado melanina neste filo, ainda não foi 
possível encontrar uma célula específica para a produção de melanina, nos invertebrados, 
cuja função seja idêntica aos melanócitos [Müller et al. 1999].  
Por outro lado, num estudo efectuado com a esponja marinha da espécie Geodia cydonium 
foi possível demonstrar que existe a produção do enzima fenilalanina hidroxilase nas 
células espongiais quando é inserido um corpo estranho na esponja, resultando no 
escurecimento da zona transplantada e que essas células morrem após um processo 
apoptótico [Müller et al. 1999]. Estas observações levaram à conclusão que o processo de 
resposta imunitário das esponjas não é passivo, mas sim um processo de indução genética 
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Figura 1.4 – Esquema de produção da epinefrina e da melanina, o polímero sintetizado 
durante a resposta a invasões de corpos estranhos em esponjas. O enzima fenilalanina 
hidroxilase, na presença do coenzima tetrahidrobiopterina (BH4), hidroxila a fenilalanina 
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1.2.2 Algas castanhas 
 
1.2.2.1   Morfologia, classificação e reprodução 
 
As algas pertencem ao grupo de organismos fotossintéticos, que contrariamente às plantas 
não se diferenciam em raiz, caule e folhas, possuindo apenas um talo, daí a designação por 
talófitos [Lee 1989, Almeida 1998].  
A produção de matéria orgânica e oxigénio coloca as algas no patamar dos produtores 
primários da cadeia alimentar [Almeida 1998]. 
Podem ser encontrados tanto em locais de água doce como em meios marinhos, mas 
também podem ser localizados em montanhas com neve, em rochas associadas a líquenes, 
em solos desérticos ou mesmo em nascentes de água quente [Almeida 1998]. 
Estes talófitos apresentam uma longevidade variável e independente da sua morfologia ou 
ciclo biológico. Alguns têm um ciclo de vida anual e outros são penetrantes e chegam a 
resistir alguns anos [Almeida 1998]. 
A classificação taxomónica das algas é feita tendo em conta diversas características, quer as 
de natureza bioquímica, quer as de natureza citológica e morfológica, Por exemplo, as algas 
azuis pertencem à divisão Cyanophyta, as vermelhas à divisão Rhodophyta, as castanhas à 
divisão Phaeophyta e as verdes à Chropophyta. No entanto, nesta classificação são 
relevantes a pigmentação fotossintética, os polissacáridos de reserva, o tipo de parede 
celular, o tipo de divisão celular, a presença ou não de membrana do retículo 
endoplasmático à volta do cloroplasto e o tipo de ciclo de vida [Sze 1993, van de Hoek et 
al. 1995, Lee 1989, Almeida 1998]. 
 
A reprodução destes organismos pode ser efectuada de duas formas distintas, por 
multiplicação vegetativa ou por reprodução sexuada ou assexuada. A multiplicação 
vegetativa é um processo no qual parte do corpo da alga se isola, fixando-se seguidamente a 
uma superfície e dando assim origem a um novo indivíduo. Na reprodução, tanto sexuada 
como assexuada, ocorre a produção de células especializadas, gâmetas e esporos 
respectivamente. Na reprodução sexuada os gâmetas fundem-se originando o zigoto, 
enquanto na reprodução assexuada os esporos dão origem directa a outro indivíduo. 
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A grande maioria das algas pluricelulares necessitam de estar fixas a um substrato, para se 
desenvolverem e completar o seu ciclo de vida. A textura e o grau de coesão do substrato 
são factores importantes no processo de fixação. Em regiões pouco profundas todo o 
suporte sólido pode servir como substrato para a colonização, que vai desde rochas, 
construções portuárias, cascos de navios e até seres vivos animais ou vegetais, podendo a 
natureza química do substrato influenciar o tipo de colonização das algas. As rochas 
calcárias favorecem a colonização por algas microscópicas perfurantes [Cabioc’H et al. 
1992, Almeida 1998]. 
A luz é um dos factores indispensáveis para o desenvolvimento e sobrevivência destes 
organismos fotossintéticos. O fotoperíodo, duração relativa dos períodos de luz e 
obscuridade, é um dos factores mais importantes e responsáveis pelo desenvolvimento 
sazonal das espécies [Cabioc’H et al. 1992, Almeida 1998]. 
Nas algas existe uma enorme variedade de pigmentos fotossintéticos, onde se incluem as 
clorofilas, carotenóides, ficoeritrobilinas entre outros. A natureza destes pigmentos e sua 
diversidade permitem que as diferentes classes de algas absorvam a radiação solar com um 
eficácia e intensidade diferentes, determinando deste modo o desenvolvimento destes 
organismos [Cabioc’H et al. 1992, Almeida 1998]. 
Nesta secção vai ser dada mais importância às algas pertencentes à ordem Laminariales, 
mais propriamente à espécie Laminaria saccharina. O nome desta espécie advém do facto 
da alga, depois de seca, formar cristais de açúcares à superfície [Ardré 1971, Cabioc’H et 
al. 1992, Almeida 1998]. 
Os membros desta ordem podem atingir grandes dimensões e são divididos, 
morfologicamente, em lâmina, estipe e órgão de fixação. Na superfície do talo das 
Laminariales encontram-se cutículas compostas essencialmente por ácido algínico 
[Almeida 1998]. 
Dentro da ordem Laminariales a espécie Laminaria saccharina difere das restantes espécies 
por apresentar lâminas inteiras em vez das habituais lâminas digitadas, que resultam de um 
rompimento da lâmina provocado pelo hidrodinamismo [Cabioc’H et al. 1992, Almeida 
1998]. As algas pertencentes à espécie Laminaria saccharina tem um tempo médio de vida 
de três anos, sendo o segundo ano de vida o seu período de crescimento máximo [Sze 1993, 
Almeida 1998]. 
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1.3 Enzimas Halogenantes 
 
1.3.1   Fluorinases 
 
Embora a abundância relativa do flúor seja elevada na crosta terrestre, os metabolitos 
fluorados são raros, devido, por um lado, à baixa solubilidade dos compostos minerais 
fluorados, o que restringe o acesso do flúor às células, e por outro lado, devido ao facto dos 
iões fluoreto, em solução aquosa, serem nucleófilos fracos e possuírem um potencial redox 
relativamente elevado que impede a construção de ligações C-F por via enzimática fazendo 
uso de peróxido de hidrogénio, como é o caso da formação das ligações C-Cl, C-Br e C-I 
[Murphy 2003, Vaillancourt et al. 2006]. 
 
O flúor é o elemento mais electronegativo da tabela periódica dos elementos e possui um raio 
de van der Walls semelhante ao do hidrogénio. A incorporação deste elemento em compostos 
orgânicos pode alterar as suas propriedades electrofílicas sem, no entanto, provocar grandes 
efeitos estereoquímicos, o que leva a que compostos fluorados apresentem actividades 
biológicas muito diferentes das dos seus análogos não fluorados [Murphy 2003]. 
 
O primeiro flúormetabolito foi descoberto na planta Dischapetalum cymossum. Contudo, a 
compreensão da biossíntese de produtos naturais fluorados ficou limitada devido à grande 
dificuldade na obtenção destes compostos [Murphy 2003]. 
 
Recentemente, foi identificado o enzima fluorante, proveniente do Streptomyces cattleya, 
produtor do antibiótico tienamicina. Nesse estudo verificou-se que da incubação de iões 
fluoreto, SAM (S-adenosilmetionina), um intermediário habitualmente associado à metilação 
biológica e fluorinase resulta a formação de 5’-fluoro-5-deoxiadenosina [Deng et al. 2004, 
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Vaillancourt et al. 2006]. A energia de dessolvatação do ião fluoreto no centro activo é 
compensada através da ligação ao grupo hidroxilo lateral pertencente ao resíduo serina desse 
centro activo (Figura 1.5 A). A reacção de fluoração é sugerida através do ataque nucleofílico 




























SAM 5’-fluoro-5-deoxiadenosina (5’-FDA) 
 
 
Figura 1.5 – Estrutura e reacção catalisada pelo enzima fluorinase. A – Estrutura de raios-X 
do centro activo do fluorinase complexado com 5’-fluoro-5-deoxiadenosina (5’FDA) 
[O’Hagan 2006, Cobb et al. 2006] B – Reacção catalisada pelo fluorinase [Deng et al. 2004, 
Deng et al. 2006]. 
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Este enzima também catalisa a reacção inversa, ou seja, a quebra de ligação C-F. O cloreto 
também pode ser utilizado por este fluorinase, dando origem ao 5’-cloro-5-deoxiadenosina, 
sendo este um raro exemplo de uma substituição nucleofílica biológica, contudo o equilíbrio 
destas reacções tende para os substratos iniciais não-halogenados [Vaillancourt et al. 2006]. 
A falta de uma via oxidativa para a formação da ligação C-F e consequente 
incompatibilidade com o potencial redox biológico podem ser as razões para que a formação 





O enzima metiltransferase transfere o grupo metilo do SAM para um ião cloreto, brometo ou 
iodeto, conforme ilustrado na figura 1.6. A detecção destes catalisadores foi conseguida em 
espécies como o fungo Phellinus promaceus, a alga marinha Endocladia muricata e a planta 
Mesembryanthemum crystallium [Wuosmaa e Hager 1990] e mais tarde foi possível a 
caracterização no fungo Phellinus pomaceus [Saxena et al. 1998]. Alguns destes enzimas são 
bastante instáveis, tornando, deste modo, a sua purificação e caracterização bastante difíceis. 
A determinação de parâmetros cinéticos indicam que a preferência destes enzimas por iões 
halogeneto segue a ordem I-, Br-, Cl-, mas a concentração deste iões pode determinar a 
proporção de halometanos eventualmente produzidos pelos organismos. Pensa-se que a 
biossíntese de halometanos pode ser uma forma de regulação da concentração dos 
halogenetos em algas [Itoh et al. 1997] ou uma forma de contribuição para a tolerância de 
halogenetos nas plantas [Ni e Hager 1998, Murphy 2003]. 
Foi isolado um metiltransferase de iões halogeneto e bissulfuretos, de uma bactéria que 
utiliza o clorometano como fonte de energia e de carbono [Coutler et al. 1999]. Este enzima 
usa halometanos como doadores de grupos metilo e iões halogeneto como aceitadores de 
grupos metilo, desempenhando desta forma uma actividade de transhalogenação [Murphy 
2003]. 
 33































Figura 1.6 – Reacção catalisada por metiltransferases [Murphy 2003]. 
 
 
Os bissulfuretos também actuam como aceitadores do grupo –CH3, contudo o metano-tiol 
formado não é um dador de metilo. Este enzima provavelmente converte, in vivo, 
clorometanos em metanotióis, que poderão ser posteriormente oxidados por agentes 
oxidantes de metanotióis [Murphy 2003]. Devido ao facto deste transhalogenase ser um 
enzima particularmente estável, pode ser utilizado para a detecção de halogenetos, em 
amostras biológicas, não detectáveis por métodos analíticos que fazem uso de eléctrodos 




Os perhidrolases catalisam a formação reversível de peroxiácidos a partir de ácidos 
carboxílicos. Inicialmente, estes enzimas eram conhecidos como sendo haloperoxidases sem 
grupo prostético, em particular não-metálicos e não-hémicos. Na realidade, os enzimas 
pertencentes à família dos perhidrolases catalisam a perhidrólise (i.e., a ligação de ácido 
carboxílico ao peróxido de hidrogénio dando origem ao ácido peroxicarboxílico) em meio 
aquoso (Figura 1.7) [Song et al. 2006, Kirk e Conrad 1999], onde os compostos orgânicos 
halogenados são formados de um modo indirecto. 
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A elucidação da estrutura tridimensional demonstrou que o centro catalítico dos 
perhidrolases é constituído por resíduos de serina, histidina e aspartato, habitualmente 
encontrados em α/β hidrolases [van Pée e Zehner 2003]. Na presença de H2O2 e tampão 
acetato estes enzimas halogenantes produzem compostos orgânicos de baixo peso molecular. 
O primeiro passo da reacção é uma esterificação entre a serina, do centro-activo e o ácido 
acético. O éster formado é quebrado pelo H2O2 numa reacção perhidrólica, formando-se o 
ácido peracético. Após a formação do peroxiácido, este pode oxidar um ião halogeneto 
(cloreto, brometo ou iodeto) a ácido hipohaloso (HOX). Este agente oxidante, numa reacção 
não enzimática, incorpora o halogeneto num substrato orgânico (Figura 1.7).  
 




































+ + OH2 R´-HR´-Cl
 
 
Figura 1.7 – Reacção catalisada por perhidrolases [van Pée e Unversucht 2003]. 
 
Estas reacções de perhidrólise que promovem a produção de peroxiácido para posterior 
oxidação, são reacções que não apresentam qualquer tipo de régio ou estereosselectividade 
[Song et al. 2006, Carboni-Oerlemans et al. 2006]. 
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1.3.4 Haloperoxidases 
 
1.3.4.1 Haloperoxidases hémicos – Heme-HPO 
 
Os compostos naturais halogenados são conhecidos desde 1896 [Dreschel 1896], contudo, a 
actividade enzimática halogenante só foi detectada mais tarde, em 1959 [Shaw e Hager 
1959]. Verificou-se que o enzima, isolado do fungo Caldoriomyces fumago (Figura 1.8), 
catalisa a cloração de substratos orgânicos, na presença de iões cloreto e peróxido de 
hidrogénio, tendo por isso sido designado por cloroperoxidase [Shaw e Hager 1961]. Após 
esta descoberta, foi observado que este haloperoxidase também utiliza os iões brometo e 
iodeto nas suas reacções de halogenação [Morris e Hager 1966]. Mais tarde, foram 
detectados e isolados, de algas, vários bromoperoxidases, isto é, enzimas que catalisam a 
bromação, mas não a cloração, de substratos orgânicos, na presença de peróxido de 
hidrogénio [Baden e Corbett 1980, Manthey e Hager 1981] e de igual forma em ouriços-do-
mar [Deits et al. 1984] e em algumas bactérias gram-positivas [van Peé e Lingens 1984, 
Marshall e Wright 1996]. Estes bromoperoxidases e cloroperoxidases contêm ferro ligado a 








Figura 1.8 – Estrutura do haloperoxidase 
hémicos extraído do fungo Caldoriomyces 
fumago. O grupo hémico encontra-se entre 
dois domínios proteicos de estrutura α-
helicoidal [Littlechild 1999]. 
 
 
Estudos cinéticos realizados para a determinação de actividade enzimática como 
cloroperoxidase e bromoperoxidase têm por base a cloração ou bromação da 
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monoclorodimedona (MCD). No entanto, esta dicetona não aromática (Figuras 1.9 e 1.10) é 
um produto sintético [Hager et al. 1966] que não é produzido por nenhum organismo onde 
tenham sido isolados haloperoxidases; pode dizer-se que este composto não é um substrato 
natural deste enzimas halogenantes [van Pée 1996]. Mas por outro lado, a 
monoclorodimedona apresenta uma grande semelhança estrutural como o 2-cloro-1,3-
ciclopentadieno (Figura 1.9), um intermediário na biossíntese do antibiótico caldariomicina 
(Figura 1.9). Embora não sendo um substrato natural, a monoclorodimedona tem sido 
utilizada, há mais de quarenta anos, para a detecção de actividade dos enzimas halogenantes 













A B C 
 
Figura 1.9 – Estrutura química de caldariomicina (A), 2-cloro-1,3-ciclopentadieno (B), um 
composto intermediário produzido na biossíntese do antibiótico caldariomicina e 

















Figura 1.10 – Halogenação enzimática da monoclorodimedona, via um haloperoxidase, 
peróxido de hidrogénio e ião halogeneto (X-). 
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Os haloperoxidases podem ser classificados consoante o ião halogeneto mais electronegativo 
que são capazes de oxidar, através da redução do peróxido de hidrogénio. Deste modo, os 
cloroperoxidases (ClPO) podem oxidar o cloreto, o brometo e o iodeto, os bromoperoxidases 
(BrPO) podem oxidar o brometo e o iodeto, enquanto que os iodoperoxidases (IPO) podem 
oxidar apenas o iodeto, embora a distinção entre estas subclasses não seja, por vezes, muito 
clara [Natálio et al. 2005]. 
 
Na tabela que se segue é possível verificar os potenciais redox para os diferentes iões 
halogeneto (Tabela 1) mostrando que é quimicamente impossível um haloperoxidase oxidar 
um ião fluoreto, visto o peróxido de hidrogénio não apresentar potencial redox suficiente 
para o fazer, daí a não existência de “flúorperoxidases”. 
 
Tabela 1 – Potenciais redox padrão [Skoog et al. 1997]. 
Semi-reacções Eº / V 
F2 (g)  +  2H+ (aq)   +  2e-     2 HF (aq) + 3,060 
H2O2 (aq)  +  2H+ (aq)  +  2e-     2 H2O (l) + 1,776 
Cl2 (g)  +  2e-     2 Cl- (aq) + 1,359 
Br2 (aq)  +  2e-     2 Br- (aq) + 1, 087 
I2 (aq)  +  2e-     2 I- (aq) + 0,615 
 
 
O mecanismo geral das haloperoxidases baseia-se na produção enzimática de ácido 
hipohaloso (HOX), à custa de um peróxido, habitualmente o peróxido de hidrogénio 
(Equação 1): 
 
X-  +  H2O2  +  H+  →  HOX  +  H2O  Equação 1 
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Onde X- pode ser o cloreto, o brometo, o iodeto ou o pseudohalogeneto SCN- [Neidleman e 
Geigert 1986]. 
 
Assim, na presença de peróxido de hidrogénio, por um processo de transferência electrónica, 
produz-se o ácido hipohaloso (ou outro produto oxidado intermediário, X2 ou X3-) 
[Ligtenbarg et al. 2003], intermediário bastante reactivo, que pode reagir com um aceitador 
nucleofílico (HA), quando presente, para produzir compostos orgânicos halogenados 
(Equação 2). 
 
HOX  +  HA  →  AX  +  H2O      Equação 2 
 
Na ausência de um composto aceitador (HA) verifica-se um processo designado por 
disproporção assistida pelo ião halogeneto, onde o ácido hipohaloso pode ser reduzido por 
um equivalente adicional de peróxido de hidrogénio, produzindo-se oxigénio molecular 
singleto (Equação 3) [Everett et al. 1990, Soedjak et al. 1991]. 
 
HOX  +  H2O2  →  1O2  +  X-  +  H+  +  H2O      Equação 3 
 
Por outro lado, devido ao facto do produto monoiodado da MCD, a monocloroiododimedona, 
ser bastante lábil, o mecanismo utilizado para a detecção da actividade enzimática como 
iodoperoxidase diverge. Neste caso, o iodo molecular é produzido enzimaticamente, na 
presença do peróxido de hidrogénio e do iodeto, complexando-se posteriormente ao iodeto e 
dando origem ao ião triiodeto (Equações 4 a 8) [Lacroix-Desmazes et al. 2007, Chang e 
Bumpus 2000, Almeida et al. 1998].  
 
No entanto, a química do iodo é bastante mais complexa, pois para além destas reacções 
existem outras que produzem várias outras espécies de iodo. A formação destas espécies de 
iodo depende de factores como o pH, a concentração total das espécies de iodo em solução e 
o estado de oxidação do meio reaccional [Leblanc et al. 2006, Natálio et al. 2008]. 
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I2 (aq)  +    H2O  I-  +   2 H2O   Equação 4 
  3 HOI   IO3-  +   2 I-  +  3 H+  Equação 5 
 
3 I2 (aq)  +  3 H2O  IO3-  +  5I-  +  6 H+  Equação 6 
 
 
2 I-  +  2 H+  + H2O2  →  I2  +  2 H2O   Equação 7 
I2 (aq)  +  I-    I3-    Equação 8 
 
 
Estudos cristalográficos efectuados com o cloroperoxidase do Caldariomyces fumago 
ajudaram a esclarecer a estrutura do centro activo hémico e o mecanismo de cloração deste 
tipo de haloperoxidase [Sundaramoorthy et al. 1998] passando a assumir-se que os restantes 
haloperoxidases hémicos seguem o mesmo tipo de mecanismo [van Peé 1996]. Este ClPO 
apresenta uma particularidade invulgar, possui um resíduo cisteína como ligando proximal 
coordenado ao ferro hémico (proteína heme-tiolato) [Sundaramoorthy et al. 1994, 
Sundaramoorthy et al. 1995]. No entanto, foi encontrado um outro cloroperoxidade, 
pertencente à espécie Notomastus lobatus, que contém uma histidina como ligando proximal 
[Roach et al. 1997], ficando assim provado que a cisteína não é o ligando proximal exclusivo 
dos cloroperoxidases. A maioria dos peroxidases hémicos apresentam como ligando 
proximal a histidina [Dunford 1999, Hofrichter e Ullrich 2006]. 
 
O esquema básico para o mecanismo da catálise enzimática levada a cabo pelo ClPO do 
Caldariomyces fumago encontra-se sumarizado nas figuras 1.11 e 1.12, onde o enzima 
hémico nativo contém uma protoporfirina IX férrica no centro activo (FeIII hémico) [van Pée 
e Zehner 2003]. 
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O ciclo catalítico é iniciado com a 
formação do composto 0 e sua 
forma tautomérica, o composto 0*, 
onde o peróxido de hidrogénio fica 
coordenado ao centro activo, 
através da ligação ao ferro e a um 
resíduo aminoacídico endógeno à 
proteína, localizado nas 
proximidades do centro activo 
(Figura 1.11) [van Peé e 
Unversucht 2003, Jones e Dunford 
2005]. Este resíduo de aminoácido 
de histidina (Hys) [Jones e 
Dunford 2005] ou metionina (Met) 
[Badyal et al. 2006] para os peroxidases em geral ou ácido glutâmico (Glu) [Littlechild 1999, 
Murphy 2003], mais especificamente encontrado em enzimas com actividade de  
cloroperoxidase, o qual actua como um catalisador ácido-base que primeiro desprotona o 
peróxido de hidrogénio e subsequentemente protona o peróxido ionizado que se encontra 
ligado ao ferro hémico. Após este passo, segue-se uma clivagem heterolítica da molécula de 
H2O2, com a transferência de dois electrões do grupo hémico, originando a formação de uma 
molécula de água e do composto I. O composto I, um intermediário típico dos peroxidases 
hémicos [Denisov et al. 2002, Dunford 1999, Chance 1943], é um complexo radical 
catiónico oxo-ferril-porfirínico [heme (FeIV=O)•+] [Wangenknecht e Woggon 1997, 
Hofrichter e Ullrich 2006]. Este intermediário instável reage, segundo a proposta 
mecanística, com o ião halogeneto (X-) para formar um hipotético aducto hipo-halogeneto 
férrico designado por composto X (heme FeIII-O-X). O composto X, também instável, 
decompõe-se de forma a dar origem ao enzima na sua forma nativa e ao ácido hipohaloso 




Figura 1.11 – Coordenação do peróxido de 
hidrogénio ao átomo de ferro hémico, mediada 
por uma histidina, com formação dos 
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Figura 1.12 – Ciclo catalítico de um haloperoxidase hémico. (1) Enzima hémico no estado 
nativo, (2) Composto I, (3) composto X, composto responsável pela libertação do ácido hipo-
haloso (HOX), (4) composto II protonado, (5) composto II. 
Estes ciclos traduzem as reacções clássicas destes enzimas: reacção como peroxidase [(2) → 
[(4)] → (5) → (1)] (como por exemplo a oxidação do fenol) onde não há transferência de 
oxigénio para o substrato; reacção de halogenação [(3) → (1)]; reacção de hidroxilação [(4) 
→ (1)] (como por exemplo a transferência do grupo OH para carbonos benzílicos]; reacções 
de sulfoxidação [(5) → (1)], com transferência de oxigénio para o substrato [Hofrichter e 
Ullrich 2005]. 
 
Caso o ácido hipohaloso estivesse ligado ao centro activo do enzima as halogenações seriam 
catalisadas de um modo selectivo, mas se estiver na sua forma difusa na solução, a sua 
capacidade reactiva seria a mesma, mas com baixa selectividade. Existe uma certa 
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controvérsia entre estas duas possibilidades [Wagenknecht e Woggonm 1997, 
Sundaramoorthy et al. 1998, Littlechild 1999, Murphy 2003, van Pée e Zehner 2003], mas 
estudos efectuados recentemente indicam que na halogenação de mais de trinta e cinco 
substratos de diferentes tamanhos e reactividades, a transferência do cloro para o substrato 
final, ocorre provavelmente fora do centro activo e que esta é mediada pela espécie 
electrofílica difundida [Hofrichter e Ullrich 2006], ou seja, o substrato é halogenado de um 
modo não enzimático pelo ácido hipohaloso. 
 
O grau de homologia das estruturas primárias dos vários haloperoxidases hémicos não é 
muito elevado. O gene da cloroperoxidade proveniente do C. fumago, o haloperoxidase mais 
estudado e mais conhecido, foi clonado e sequenciado [Nuel et al. 1988]. A sua sequência 
proteica resultante demonstrou semelhanças, segundo bases de dados, com um peroxidase da 
espécie Emericella nidulans [Hofrichter e Ullrich 2006] e um cloroperoxidase da espécie 
Agaricus bisporus [Conesa et al. 2001], com homologia de 31% e 33% respectivamente [van 
Pée e Zehner 2003]. Estes enzimas possuem em comum o resíduo de aminoácido cisteína 
(Cys29) e o centro activo hémico, mas não demonstram semelhanças a nível estrutural com 
outros peroxidases hémicos. Por outro lado, o mieloperoxidade humano, o peroxidase 
eosinófilo humano, o lactoperoxidase bovino e o peroxidade da tiróide humana partilham 
homologias entre os 40 a 70%. Nenhum destes haloperoxidases hémicos, incluindo o 
cloroperoxidase da C. fumago, apresentam qualquer semelhanças a nível da estrutura 
primária com o peroxidade HRP (do inglês Horseradish Peroxidase) ou com os 
monoxigenases citocromo P450, enzimas que contêm ferro como metal iónico ligado a um 
resíduo cisteína no centro activo. 
 
Os haloperoxidases hémicos dos mamíferos, em particular os que estão presentes nas células 
epiteliais da tiróide e que são responsáveis por uma série de modificações pós-translacionais 
oxidativas dos resíduos tirosilo presentes na proteína tiroglobulina são conhecidos há mais de 
trinta anos [Morrison e Schobaum 1976]. Exemplo disso é a explicação mecanística para a 
formação de monoiodotirosina e diiodotirosina a partir da iodação, na posição orto, dos anéis 
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fenólicos das tirosinas (Tyr5 e Tyr130) da tiroglobulina, exemplificados na figura 1.13. A 
regioquímica da iodação na posição orto está em consonância com os ataques nucleofílicos 
efectuados pelos carbonos C3 e C5 do grupo fenólico, rico em electrões, à espécie heme-OI 




Figura 1.13 – Formação da tetraiodotironina (T4-tiroxina) através do haloperoxidase hémico 
de um mamífero [Vaillancourt et al. 2006]. 
 
 
Subsequentemente, o anel diiodado de um dos resíduos terá de ser transferido para o fenolato 
do segundo resíduo diiodotirosina, podendo ocorrer através do processo de transferência de 
um electrão. Sendo o resultado final a fragmentação da ligação carbono-carbono de um dos 
resíduos tirosina (por ex. Tyr130), produzindo-se a dehidroAla130, com a formação 
concomitante da ligação carbono-oxigénio na Tyr5 e formando-se a tetraiodotironina (T4) no 
resíduo (Figura 1.13). Para haver a libertação do composto T4, a tiroglobulina rearranja-se 
para posteriormente ser degradada por proteases. São produzidos um a dois equivalentes 
T3/T4 por cada molécula de tiroglobulina [Morrison e Schobaum 1976]. A produção de uma 
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molécula de tetraiodotirosina por cada mil resíduos aminoácidicos demonstra a importância 
desta hormona na endocrinologia dos mamíferos[Vaillancourt et al. 2006]. 
 
Embora os haloperoxidases sejam conhecidos como enzimas halogenantes, existem outros 
tipos de reacções não-halogenantes catalisadas por estes enzimas. Estas são independentes 
das habituais reacções com iões halogeneto e nelas estão incluídas as oxidações de aminas a 
grupos nitroso [Rai et al. 2001], epoxidação de olefinas [McCarthy et al. 1983, Geigert et al. 
1986, Ortiz de Montellano et al. 1987, Allain et al. 1993, Lakner e Hager 1996], hidroxilação 
de benzinas [Miller et al. 1995], sulfoxidações [Colonna et al. 1990], oxidações de alcóois e 
aldeídos [Zaks et al. 1995, Baciocchi et al. 1999], assim como as reacções clássicas como 
peroxidase [La rotta e Bon 2002]. 
 
 
1.3.4.2  Haloperoxidases de vanádio – V-HPO 
 
Os haloperoxidases dependentes de vanádio são metaloenzimas que contêm como cofactor o 
vanádio(V) mononuclear [Schneider et al. 2007]. Tal como os haloperoxidases hémicos, 
estes enzimas catalisam a oxidação de halogenetos na presença de peróxido de hidrogénio. A 
espécie oxidada (HOX, X3- ou X2) intermediária poderá dar origem a compostos orgânicos 
halogenados [Natálio et al. 2008, Almeida et al. 1998].  
O primeiro enzima de vanádio descoberto foi o bromoperoxidade extraído da alga marinha 
Ascophyllum nodosum [Vilter 1984, Wever et al. 1985, De Boer et al.1986]. No entanto, 
vários outros haloperoxidases, cujo grupo prostético é o vanádio, foram posteriormente 
descobertos e estudados, entre os quais se encontram os que foram detectados nas espécies 
Macrocystis Pyriefera [Butler et al. 1990, Soedjak et al. 1991], Curvularia inaequalis [van 
Schijendel et al. 1993, Messerschmidt et al. 1995], Laminaria saccharina [Almeida et al. 
2001, De Boer et al. 1986], Laminaria digitata [Colin et al. 2003], Sacchoriza polychides 
[Almeida et al. 1998], Kappaphucus alvarezi [Kamenarska et al. 2007], Xanthoria parietina 
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[Plat et al. 1987], Ceramium Rubrum [Itoh et al. 1985] e Egracilaria tenuistipitata 
[Kongkiattikajorn e Ruenwongsa 2006]. 
 
Foram dados a conhecer estruturas tridimensionais de seis haloperoxidases de vanádio: o 
cloroperoxidase dos fungos C. inaequalis [Messerschmidt et al. 1996] e Emblellisia 
didymospora [Barnett et al. 1998, Barnett 1997]; os bromoperoxidases da algas vermelhas 
Corallina pilulifera [Shimonishi et al. 1998, Oshiro et al. 2002] e Coralina officinalis 
[Isupov et al. 2000]; os bromoperoxidases das algas castanhas Fucus distichus [Vreeland et 
al. 1998] e A. nodosum [Weyand et al. 1999].  
 
Comparando as estruturas cristalinas e os diversos estudos cinéticos, espectroscópicos, 
genéticos e mutacionais dos diferentes V-HPO [Wesserschmidt e Wever 1996, 
Messerschmidt et al. 1997, Renirie et al. 2000, Wever e Hemrika 2001, Littlechild et al. 
2002, Zampella et al. 2005, Littlechild e Garcia-Rodrigues 2003] foi possível elucidar qual a 
estrutura e o mecanismo geral destes enzimas. 
 
O mecanismo proposto para a actuação catalítica dos haloperoxidases de vanádio é um 
mecanismos do tipo bi-bi ping-pong [Everett et al. 1990, Soedjak et al. 1991, ten Brink et al. 
2001], onde o primeiro substrato, o peróxido de hidrogénio se liga ao enzima, formando o 
peroxocomplexo. Após a ligação do peróxido ao enzima há libertação de uma molécula de 
H2O e posterior ligação e oxidação do segundo substrato, um halogeneto (Figura 1.14). 
Embora os parâmetros estudados sejam diferentes, os ensaios cinéticos com vários enzimas 
sugerem um mecanismo semelhante nas reacções de oxidação do halogeneto (cloreto e 
brometo) catalisadas pelos cloro- e bromoperoxidases. 
 
Uma característica interessante destes enzimas é o facto do estado de oxidação do vanádio -
se manter inalterado durante todo o ciclo catalítico, ao contrário do que acontece com o ferro 
nos haloperoxidases hémicos [Arber et al. 1989]. 
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Figura 1.14 – Mecanismo de oxidação de halogenetos, mediada pelo cloperoxidase de vanádio 
do fungo C. inaequalis. O vanadato, no centro activo, está ligado à histidina e é estabilizado por 
ligações de hidrogénio. (A) ligação do primeiro substrato (H2O2) ao vanádio, formando-se o 
peroxo-complexo intermediário (B) e o primeiro produto (H2O) é libertado (C) antes da ligação e 
oxidação do ião halogeneto (X- = Cl-, Br-) ao peroxo-complexo (D) e a regeneração do enzima 
(A) [Natálio et al. 2008].  
 
 
No enzima nativo, o grupo prostético apresenta uma estrutura de bipirâmide trigonal, onde o 
ião vanádio, na forma de vanadato (HVO42-), se encontra ligado covalentemente ao átomo de 
Nε2 da histidina proximal, na posição apical formando-se uma estrutura tetragonal distorcida 
(Figura 1.15) [Ligtenarg et al. 2003, Messerschmidt et al. 1997], aquando da ligação do 
peróxido de hidrogénio e da formação do peroxo-complexo intermediário que oxidará, 
posteriormente, os iões halogeneto [Arber et al. 1989, ten Brink et al. 2001]. 
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Figura 1.15 – Centro activo do cloperoxidase de vanádio da C. inaequalis: enzima nativo e 
peroxo-complexo de vanádio(V) [Ligtenbarg et al. 2003]. 
 
 
A especificidade, para com os iões halogenetos, demonstrada pelos haloperoxidases de 
vanádio (V-HPO) está relacionada com as interacções e ligações estabelecidas entre o 
peróxido de hidrogénio, iões halogeneto e resíduos aminoacídicos que se encontram nas 
proximidades do centro activo, uma vez que o centro activo dos diferentes haloperoxidases 
são estruturalmente muito idênticos (Figura 1.16) [Natálio et al. 2008]. 
 
Na estrutura do centro activo do V-BrPO da A. nodosum, o resíduo catalítico His418 
corresponde à His404 no V-ClPO (Figura 1.17). Uma segunda histidina (His411) próxima do 
centro activo do BrPO da A. nodosum pode alterar o potencial redox do intermediário peroxo, 
por reacções de protonação e desprotonação. Este resíduo de histidina está também envolvido 
na estabilização dos átomos de oxigénio do grupo prostético, mas não se encontra no V-
ClPO. O mesmo resíduo aminoacídico está também envolvido em ligações de hidrogénio 
com a Lys341, que pode reduzir o efeito polarizante da histidina que se encontra ligada ao 
























Figura 1.16 – A) Estrutura do 
centro activo do 
bromoperoxidase de vanádio 
(V-BrPO) da alga A. nodosum 
[Weyand et al. 1999]. Linhas 
verdes a tracejado indicam 
ligações de hidrogénio.  
B)Representação esquemática 
do centro activo do 
cloroperoxidase de vanádio 
(V-ClPO) do fungo C. 
inaequalis. Linhas verdes a 
tracejado indicam ligações de 
hidrogénio.  
C) Estrutura do centro activo 
de uma das subunidades do 
bromoperoxidase de vanádio 
(V-BrPO) da alga C. 
officinallis [Weyand et al. 
1999]. Linhas a verde e a 
tracejado indicam ligações de 
hidrogénio.  
As figura foram preparadas e 
modeladas utilizando o 
programa Swiss PDB Viewer 
®. 
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Entretanto, o aminoácido Phe397 encontra-se exclusivamente no cloroperoxidade da C. 
inaequalis. A diferença entre a capacidade catalítica oxidativa observada pode estar 
relacionada com os diferentes aminoácidos apresentados pelos haloperoxidases (HPO), uma 
vez que as cadeias laterais hidrofóbicas de Trp350 e Phe397 do V-ClPO podem contribuir para 
um ambiente estabilizador dos halogenetos e actuarem como pontos de ligação [Butler 1999, 
Macedo-Ribeiro et al. 1999]. 
Nos V-BrPO existe uma His478 que está ligada na posição da Phe397, local onde 
provavelmente ocorre a ligação do cloreto ao centro activo do V-ClPO. Esta alteração em 
conjunto com a ligação de hidrogénio da Asp333/Asp270 à His485/His418 é a explicação para a 
preferência do brometo face ao cloreto. 
A existência de uma carga positiva no 
oxigénio do grupo peroxo no V-ClPO 
explica a forte incompatibilidade 
apresentada pelos cloroperoxidases 
relativamente aos iões azida, o que não 
acontece com os bromperoxidases 
[Tanaka e Wever 2004]. Este 
comportamento foi confirmado através 
de estudos efectuados num mutante do 
V-BrPO da espécie C. pilulifera, que 
exibe actividade como cloroperoxidase 





Figura 1.17 – Canal hidrofóbico do 
haloperoxidase de vanádio da C. inaequalis 
[Butler 1999].
 
Os haloperoxidases de vanádio apresentam uma estabilidade operacional notável, podendo 
reter a sua actividade catalítica durante cerca de um mês, quando armazenados em 60% de 
metanol, etanol e isopropanol, mantêm-se activos quando expostos a temperaturas até 70 ºC e 
a actividade perdida pode ser recuperada quando são reequilibrados a temperaturas mais 
baixas [Wever et al. 1985, De Boer et al. 1987, Tromp et al. 1990, Sheffield et al. 1993, 
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Almeida et al. 2001, Natálio et al. 2005]. As estruturas cristalinas destes V-HPO revelaram 
que a forma cilíndrica e compacta das suas hélices proteicas permitem um grande efeito 
hidrofóbico, que contribui, por sua vez, para uma enorme estabilidade destes enzimas 
[Macedo-Ribeiro et al. 1999] (Figura 1.18). 
 
 
Figura 1.18- Estrutura tridimensional do V-ClPO do C. inaequalis [Macedo-Ribeiro et al. 
1999]. 
 
A grande estabilidade térmica do V-BrPO da A. nodosum pode estar relacionada com o 
elevado número de ligações dissulfidricas inter- e intramoleculares existentes no homo-
dímero [Weyand et al. 1999]. Por outro lado, a estabilidade do V-BrPO da C. officinalis 
resulta das múltiplas ligações de catiões bivalentes e da sua estrutura dodecamérica, dando 
uma grande estabilidade relativamente à exposição a solventes com capacidade redutora 
[Isupov et al. 2000]. 
 
A capacidade dos haloperoxidases para a promoção de reacções de bromação tem sido 
extensamente estudada. Investigações envolvendo a reactividade de V-HPO com substratos 
como o anisolo e outros compostos aromáticos proquirais, demonstraram que as reacções de 
halogenação não são nem régio nem estereosselectivas [Itoh et al. 1987, Itoh et al. 1988, 
Krenn et al. 1989]. Esta falta de selectividade foi atribuída à produção de intermediários 
bromados oxidados os quais se difundem e que seriam os responsáveis pelas reacções 
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químicas de bromação, em vez das reacções catalisadas por enzimas [Butler e Carter-
Franklin 2004, de Boer e Wever 1988]. No entanto, mais tarde ficou comprovado que a 
bromação enzimática de indolos mediada pelo sistema V-BrPO/H2O2/Br- quando comparada 
com a bromação via uma mistura reaccional contendo HOBr/Br2/Br3-, nas mesmas condições 
reaccionais, não seguem os mesmos passos [Tschirret-Guth e Butler 1994, Butler e Tschirret-
Guth 1996]. Este facto colocou em questão a produção de ácido hipohaloso na sua forma 
livre e difusa. Também ficou comprovado que numa reacção enzimática de 
bromoperoxidação, catalisada pelo V-BrPO, os derivados de indolo são oxidados e 
halogenados preferencialmente em relação aos substratos como o vermelho de fenol ou a 
monoclorodimedona e que o mesmo não acontece nas reacções não enzimáticas, onde a 
bromação dos substratos é simultânea e sem qualquer tipo de selectividade [Butler e Carter-
Franklin 2004, Martinez et al. 2001, Tschirret-Guth e Butler 1994]. 
 
A regiosselectividade dos haloperoxidases foi demonstrada através da reacção oxidativa de 
1,3-di-ter-butilindolo [Martinez et al. 2001]. Nesse estudo foram utilizados V-BrPO das 
algas marinhas A. nodosum e C. officinalis, H2O2 e Br-; no entanto a oxidação de 1,3-di-ter-
butilindolo não produziu um composto halogenado, mas sim a 1,3-di-ter-butil-indolinona 
[Martinez et al. 2001, Butler e Carter-Franklin 2004]. Esta reacção veio sugerir a existência 
de um local específico para a formação do intermediário durante o catálise [Butler e Carter-
Franklin 2004].  
Embora alguns autores tenham abandonado a ideia de que os haloperoxidases são os enzimas 
responsáveis pela formação da maioria dos compostos orgânicos halogenados [van Pée 2001, 
Murphy 2003] existem estudos que comprovam que os V-HPO, extraídos das espécies 
Plocamium cartilageum, Laurencia pacifica e Corallina oficinalis, catalisam, de um modo 
não enantiosselectivo, a bromação e ciclização dos monoterpenos geraniol e nerol. Para 
reforçar este facto verificou-se a existência de várias estruturas de terpenos cíclicos bromados 
em organismos marinhos [Carter-Franklin et al. 2003]. Outro exemplo de bromação é a 
ciclização assimétrica que origina a produção de um diastereoisómero do produto natural β- e 
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γ-snyderol e uma mistura de diastereómeros do óxido (+)-3β-bromo-8-epicaparapia, a partir 
de (E)-(+)-nerolidol [Carter-Franklin et al. 2004]. 
 
A iodação peroxidativa tem sido pouco estudada, estando restrita aos ensaios cinéticos 
efectuados, com isoformas de V-HPO extraídos das algas castanhas, onde é seguida a 
formação do triiodeto [Almeida et al. 1996, Almeida et al. 1998, Almeida et al. 2000, 
Almeida et al. 2001, Colin et al. 2003, Colin et al. 2005]. Este facto, como já tinha sido 
mencionado anteriormente, deve-se à complexa química do iodo, onde pequenas alterações 
podem conduzir a grandes variações na natureza e distribuição da mistura que contém o 
agente iodante [Leblanc et al. 2006]. Esta complexidade apresentada pelo iodo contribui em 
larga escala para a ausência de estudos nesta área. 
 
Existem muitos e variados metabolitos iodados de grande importância a nível biológico, 
entre os quais se encontra a tiroxina [Shah et al. 2005,Vaillancourt et al. 2006]. Foi estudado, 
pela primeira vez, a produção dos intermediários da tiroxina, a monoiodotirosina e a 
diiodotirosina, a partir da iodação da tirosina, utilizando um haloperoxidase dependente de 
vanádio [Nicolai et al. 2008]. 
 
Para além das reacções mencionadas existem outros tipos de reacções levada a cabo pelos V-
ClPO e V-BrPO, nomeadamente as de sulfoxidação (Figura 1.19), onde um átomo de 
oxigénio é adicionado a um centro de enxofre com produção de uma ligação S-O polarizada, 
provocando, assim, alteração das propriedades químicas, físicas e biológicas da molécula 









Figura 1.19 – Mecanismo de formação de sulfóxidos, via V-HPO, com de transferência de 
oxigénio. À esquerda V-BrPO da A. nodosum e à direita a cloroperoxidase de vanádio 
recombinante (rV-ClPO). O esquema representa os centros activo dos enzimas, na presença 
de peróxido, tendo por base a estrutura terciária do peroxo-intermediário do V-ClPO. O 
sulfureto está representado como R1SR2 e para o sulfureto de metil-fenilo R1 é o grupo metilo 
e R2 o grupo fenilo [ten Brink et al. 2001]. 
 
Inicialmente foi demonstrado que o V-BrPO da alga C. inaequalis participa na oxidação de 
sulfuretos bicíclicos, com a formação dos (S)-sulfóxidos correspondentes, numa reacção 
altamente selectiva [Andersson et al. 1997, Andersson et al. 1998]. Por outro lado, o V-BrPO 
da A. nodosum pode converter sulfóxidos de metil-fenilo nos respectivos (R)-sulfóxidos, com 
96% de excesso enantiomérico [ten Brink et al. 2001, ten Brink et al. 1999]. Por sua vez, o 
cloroperoxidase recombinante (rV-ClPO) é capaz de oxidar sulfuretos produzindo uma 
mistura racémica de sulfóxidos (Figura 1.19) [ten Brink et al. 2001, ten Brink et al. 1998]. 
Estudos mecanísticos, dirigidos para a verificação da importância do oxigénio neste tipo de 
reacções, usando peróxido de hidrogénio marcado, sugeriam a existência de algumas 
diferenças no canal próximo do vanádio, mas também a existência de algumas ligações ou 
interacções entre os substratos aromáticos e o enzima [ten Brink et al. 2001]. 
 
Embora a semelhança dos V-HPO a nível estrutural seja muito baixa, ficou demonstrado que 
os resíduos de alguns aminoácidos são conservados no centro activo dos diferentes 
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haloperoxidases de vanádio. Esta conservação foi observada também num grupo de 
fosfatases [Hemrika et al. 1997, Stukey e Caman 1997, Neuwald 1997, Littlechild et al. 
2002]. Esta facto sugere que os haloperoxidases de vanádio e os fosfatases ácidos tenham 














Figure 1.20 – Modelos tridimensionais de estruturas de haloperoxidases dependentes de 
vanádio. Sobreposição dos centros activos do cloroperoxidase do C. inaequalis (vermelho), do 
bromoperoxidase da A. nodosum (verde) e do bromoperoxidase da C. officinalis (azul). As 
cavidades dos centros activo dos três V-HPO apresentam uma grande semelhança. O vanadato 
(cinzento) encontra-se ligado, através de pontes de hidrogénio, à Nε-His (azul) e a oxigénios 
(vermelho) [Guex e Peitsch 1997]. 
 
Alguns estudos efectuados vieram a confirmar esta semelhança estrutural dos centros activos 
de V-HPO e fosfatases ácidos (Figura 1.21) [Littlechild et al. 2002, Ishikawa et al. 2000, Pan 









Figura 1.21 – Sobreposição das regiões dos centro activo do haloperoxidase de vanádio da 
Corallina officinalis (amarelo) e do fosfatase ácido da Escherichia blattae (rosa), 
evidenciando as ligações entre os aminoácidos próximos da ligação fosfato (azul) [Littlechild 
et al. 2002]. 
 
Também foi descoberto que o apocloroperoxidase exibe actividade catalítica como fosfatase 
ácido, mediando a hidrólise do fosfato nitrofenílico [Renirie et al 2000a, Reinirie et al. 
2000b]. Outra coincidência encontrada foi o facto de diversas fosfatases serem inibidas pelo 
vanadato [Littlechild et al. 2002, Tanaka et al. 2002, van de Velde et al. 2002]. A 
incorporação de vanadato em fitases do Aspergillus ficcum, um fosfatase não homólogo aos 
V-HPO, permite ao enzima apresentar uma actividade como cloroperoxidase e operar 
reacções de transferência de oxigénio de uma forma enantiosselectiva [van de Velde et al. 
2000]. Este comportamento é também verificado nos fosfatases ácidos homólogos, pois a 
incorporação de vanadato produz a capacidade para estes enzimas levarem a cabo reacções 
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de bromação e transferências de oxigénio enantiosselectivas com bons rendimentos [Tanaka 
et al. 2002]. 
 
1.3.5 Halogenases dependentes de O2
 
Foram encontradas recentemente duas novas classes de enzimas com actividade halogenante. 
Grande parte das descobertas estão relacionadas com a documentação e sequenciação de 
genes de clusters biossintéticos de origem microbiana. A primeira classe é constituída por 
halogenases pertencentes ao grupo das flavoproteínas. O primeiro membro desta classe é o 
enzima responsável pela inserção de cloro no carbono 7 (Figura 1.22) do núcleo da 
tetraciclina durante a biossíntese do clorotetraciclina [Dairi et al. 1995].  
Entretanto, outros halogenases homólogos foram encontrados em muitos outros clusters, 
incluindo aqueles onde se verificou haver cloração de cadeias laterais, rica em electrões, de 
anéis aromáticos de produtos naturais (Tabela 2).  
A segunda classe de enzimas halogenantes dependentes de O2 é constituída por enzimas de 
FeII não-hémicas, cujos homólogos são os hidrogenases de FeII não-hémicos, que requerem 
α-cetoglutarato como co-substrato.  
Ambas as classes de halogenases necessitam de oxigénio molecular como co-substrato, o 
qual é reduzido durante o ciclo catalítico. 
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Tabela 2 – Halogenases dependentes de FADH2 [Vaillancourt et al. 2006]. 
 
Gene Organismo Produto 
adpC Anabaena circinalis 90 Anabaenopeptilidos 90B 
Asm12 Actinosynnema pretiosum subsp. auranticum Ansamicotina 
aviH Streptomyces viridochromogenes Tu57 Avilamicina A 
bhaA Amycolatopsis mediterranei DSM5908 Balhimicina 
CalO3 Micromonospora echinospora Calicheamicina 
cepH Amycolatopsis orientalis Cloroeremomicina 
clohal Streptomyces roseochromogenes subsp. 
oscitans 
Clorobiocina 
cmlS Strptomyces venezuelae ISP5230 Clorofenicol 
comH Streptomyces lavendulae Complestatina 
Cts4 Streptomyces aureofaciens NRRL3203 Clorotetraciclina 
Dbv10 Nonomurae sp. ATCC 39727 A40926 
DDB0189108 Dictystelium discoideum Desconhecido 
halA Actinoplanes sp. ATCC 33002 Pentacloropseudilina 
halB Actinoplanes sp. ATCC 33002 Pentacloropseudilina 
Orf3 Stemptomyces carzinostaticus  Neocarzilina 
pltA Pseudomonas fluorescens Pf-5 Pioluteorina 
pltD Pseudomonas fluorescens Pf-5 Pioluteorina 
pltM Pseudomonas fluorescens Pf-5 Pioluteorina 
prnA Pseudomonas fluorescens Pf-5 Pirrolnitrina 
prnC Pseudomonas fluorescens Pf-5 Pirrolnitrina 
prnA Pseudomonas fluorescens BL915 Pirrolnitrina 
prnC Pseudomonas fluorescens BL915 Pirrolnitrina 
pyrH Streptomyces rugosporus LL-42D005 Pirroindomicina 
rebH Lechevalieria aerolonigenes ATCC 39243 Rebecamicina 
sgcC3 Streptomyces globisporus C-1027 
staI Streptomyces toyocaensis NRRL 15009 A47934 
staK Streptomyces toyocaensis NRRL 15009 A47934 
tcp21 Actinoplanes teichomyceticus Teicoplanina 
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1.3.5.1 Halogenases dependentes de FADH2
 
Nos anos noventa foi descoberto um gene responsável pela biossíntese de 7-clorotetraciclina 
(Figura 1.23) [Dairi et al. 1995]. Estudos efectuados na área da biossíntese do antibiótico e 
anti-fúngico pirrolnitrina evidenciaram ainda mais, a existência de um novo e diferente tipo 
de enzima halogenante. De várias Pseudomonas produtoras de pirrolnitrina foram isolados 
perhidrolases, - [Wiesner 1988, Itoh et al. 1992] sendo estes enzimas considerados 
responsáveis pelas clorações sucedidas durante a biossíntese deste antibiótico. No entanto, ao 
incapacitar o gene do perhidrolase da Pseudomona fluorescens verificou-se que este não 
apresentava qualquer influência na biossíntese da pirrolnitrina, ficando desta forma provado 
que este enzima não está envolvido na biossíntese da pirrolnitrina [Kirner et al. 1996]. A 
clonagem e sequenciação do cluster genético responsável pela biossíntese da pirrolnitrina 
revelaram que este não continha nenhum gene capaz de produzir um enzima com sequência 
semelhante ao de um haloperoxidase ou de um perhidrolase [Hammer et al. 1997]. Estudos 
bioquímicos revelaram que dois dos quatro genes contidos no cluster genético responsável 















































Figura 1.23 – Biossíntese da pirrolnitrina na Pseudomonas fluorescens. PrnA – Triptofano 7-
halogenase. PrnC – Monodescloroaminopirrolnitrina 3-halogenase. A actividade enzimática 
dos restantes enzimas (PrnB – Triptofano-7-cloro descarboxilase e PrnD – 
Aminopirrolnitrina oxidase) não está envolvida em halogenações durante biossíntese da 
pirrolnitrina. 
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Fazendo uso de um mutante que bloqueia o segundo passo da biossíntese da pirrolnitrina, foi 
possível demonstrar que no primeiro passo resulta a formação de 7-clorotriptofano (Figura 
1.23) e que no terceiro passo biossintético há a formação de aminopirrolnitrina, a partir da 
cloração do monodescloroaminopirrolnitrina (Figura 1.23). Visto que, quando mutantes são 
bloqueados num dos dois passos de halogenação não há produção de pirrolnitrina, verificou-
se, desta forma, que os dois halogenases não se substituem um ao outro, o que levou a 
concluir que possuem diferentes especificidades relativamente aos substratos que utilizam 
[Kirner et al. 1998]. Esta propriedade não foi encontrada em nenhum dos haloperoxidases ou 
perhidrolases conhecidos. Deste modo, foi estabelecido um método para determinar a 
actividade enzimática destes halogenases, usando os seus substratos naturais. No caso do 
halogenase que catalisa a cloração do triptofano (PrnA), o substrato foi encontrado com 
grande facilidade; mais difícil foi encontrar o substrato, monodescloroaminopirrolnitrina, da 
segunda halogenase (PrnC) [van Pée 2001]. 
Estes enzimas demonstraram necessitar de um cofactor para levar a cabo a sua função de 
halogenação. Uma pesquisa revelou a necessidade de adicionar NADH ao extracto bruto para 
que fosse possível detectar os produtos das clorações [Hohaus et al. 1997]. Mais tarde, 
durante processos de purificação destes enzimas, verificou-se que também era necessário 
FAD em complemento da adição de NADH. Contudo, constatou-se que o triptofano-7-
halogenase (PrnA) não era capaz de catalisar a reacção cloração, mesmo estando na presença 
dos cofactores FAD e NADH. Nesta fase tornou-se evidente a necessidade de um segundo 
enzima para que houvesse actividade de cloração. Visto que Escherichia coli era capaz de 
produzir pirrolnitrina na presença do cluster genético necessário para a biossíntese de 
pirrolnitrina (prnABCD) [Kirner et al. 1998], este segundo enzima teria de estar também 
presente na E. coli. Assim, veio a verificar-se que este segundo enzima era um flavina-
reductase, cuja função é a redução de FAD a FADH2 na presença de NADH. Foi 
demonstrado, deste modo, que o flavina-redutase proveniente das Pseudomonas, produtoras 
de pirrolnitrina, pode ser substituído pelos enzimas correspondentes provenientes da E. coli e 
da Thermus thermophilus. Deste modo, o halogenase não necessita de nenhum flavina-
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redutase específico. Embora o FMN seja aceite pelos falvina-redutases, o FMNH2 não é 
aceite pelos halogenases, ou seja, a substituição de FAD por FMN não resulta na produção de 
nenhum composto clorado, demonstrando deste modo a especificidade destes enzimas para o 
FADH2 [van Pée 2001, Unversucht et al. 2005]. Em suma, a reacção levada a cabo pelos 
halogenases requer FAD na sua forma reduzida, ião cloreto e oxigénio molecular como co-
substratos. O FADH2 gerado pela flavina-redutase liga-se ao halogenase, reage com O2, ião 
cloreto e o substrato, no centro activo dando origem ao produto clorado [Keller et al. 2000]. 
O FADH2 utilizado pelo enzima encontra-se na sua forma difusa, isto é, os dois enzimas, 
flavina-redutase e halogenase, não necessitam estar em contacto directo. Esta conclusão foi 
confirmada aquando da substituição do flavina-redutase e NADH por um sistema quimico-
enzimático regenerador de FADH2 constituído por um catalisador organometálico 
[Cp*Rh(bpy)(H2O)]2+ e metanoato, que funciona como doador de electrões ao FAD (Figura 

























Figura 1.24 – Sistema quimico-enzimático utilizado na produção de 7-clorotriptofano, via o 
enzima triptofano 7-halogenase (Trp 7-hal) e o complexo de ródio 
[Cp*Rh(bpy)(H2O)]2+[Unversucht et al. 2005]. 
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Analogamente, os enzimas RebF, um flavina-redutase, e RebH, um flavina-halogenase, 
também demonstraram possuir a capacidade para catalisar a produção de 7-clorotriptofano 
durante a biossíntese do agente quimioterapêutico rebecamicina (Figura 1.25) [Lindsay et al. 





































Figura 1.25 – Síntese de 7-clorotriptofano, via RebH, como intermediário do agente anti-
tumoral rebecamicina [Linday et al. 2006]. 
 
 
Outros membros desta super-família das halogenases dependentes de FADH2 foram 
encontrados em diversas bactérias, onde estão envolvidos na síntese dos antibióticos 
pioluteorina (PltA), vancomicina (Orfs 10 e 18), entre outros (Tabela 2). 
 
Este comportamento é análogo ao dos monooxigenases, que também possuem um sistema 
com dois componentes [Keller et al. 2000, Louie et al. 2003, Kirchner et al. 2003] e usam 
flavina difundida no meio. No entanto, os genes destes monooxigenases e os flavina-
redutases encontram-se unidos no mesmo cluster genético, o que não acontece nos 
halogenases [Keller 2000, Louie et al. 2002, Unversucht et al. 2005, Vaillancourt et al. 
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2006]. A sequenciação dos aminoácidos destes monooxigenases demonstrou existir poucas 
semelhanças entre estes e os halogenases.  
Existe um centro activo nucleotídico próximo do grupo amina terminal que é conservado em 
todos os halogenases, mas que se encontra presente apenas em alguns monooxigenases. Este 
centro activo nucleotídico poderá ser o centro activo que liga o FADH2 ou um NADH 
adicional ao halogenase [van Pée 2001, Unversucht et al. 2005]. 
 
As reacções catalisadas pelos monooxigenases serviram de base para a investigação do 
mecanismo de reacção dos halogenases dependentes de flavina. Inicialmente, como já foi 
visto, o FAD é reduzido a FADH2, tornando-se um cofactor mais reactivo perante uma 
atmosfera de oxigénio, relativamente ao estável FAD.  
 
Todos os membros da família dos halogenases identificados mostraram possuir uma 
propriedade em comum: a halogenação regiosselectiva do substrato. Visto que, estes enzimas 
responderam negativamente aos testes de actividade enzimática como haloperoxidases (teste 
da MCD) e a incubação do substrato triptofano numa solução de ácido hipocloroso (HOCl) 
não resultou na produção de clorotriptofano, mecanisticamente a produção de HOX pelos 
halogenases foi rejeitada, devido à falta de selectividade apresentada pelos haloperoxidases e 
perhidrolases, que usam como intermediário estes ácidos para a produção de compostos 
halogenados [Dong et al. 2005]. 
 
Devido às semelhanças entra as monooxigenases e PrnA, ambos dependentes de oxigénio, foi 






































Neste caso, o ataque à espécie hidroperoxiflavina gera a formação de um epóxido, que por 
sua vez pode sofrer um ataque nucleofílico pelo ião cloreto, dando origem ao produto 
halogenado, que após a libertação de uma molécula de água restaura a sua aromaticidade 
[van Pée 2001]. Contudo, mais tarde surgiu uma nova hipótese mecanística onde se propõe a 
formação de um cloreto electrofílico (FAD-4α-OCl) por ataque electrofilico, via ião cloreto, 
ao oxigénio proximal da hidroperoxiflavina e o ataque nucleofílico do triptofano ao cloro 
ligado à flavina prossegue via uma reacção nucleofílica aromática clássica (Figura 1.27) 
[Yeh et al. 2005]. 
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Figura 1.27 – Mecanismos proposto para a formação regiosselectiva do composto 
halogenado. A cloração do triptofano correu através do ataque dos electrões aromáticos p ao 
intermediário FAD-O-Cl, a abstracção de um H+ origina a produção do 7-clorotriptofano. 
 
 
Ambos os mecanismos sugerem uma reacção altamente regiosselectiva e válida, 
comparativamente às reacções levadas a cabo pelos monoxigenases. Contudo, não foi 
possível provar a existência e formação do intermediário FAD-4α-OCl proposto. 
Surpreendentemente, e contra todas as expectativas, veio a provar-se que os halogenases, tal 
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como os haloperoxidases, produzem nada mais do que ácido hipohaloso e que esta produção 




Figura 1.28 – (A) Canal onde é efectuada a ligação entre FAD e triptofano. Omitiu-se a 
cadeia lateral da treonina 348 (T348) e apenas parte da molécula FAD é mostrada, para maior 
clareza. Parte da estrutura secundária da proteína foi removida para melhor visualização da 
imagem. A molécula de água W1 está representada como sendo uma esfera vermelha, W2 
uma segunda molécula de água, encontra-se apenas na estrutura nativa, tendo sido colocada 
para ilustrar o percurso efectuado pelo ião cloreto (Cl-), do ácido hipocloroso (HOCL) para o 
substrato. A interacção do ácido glutâmico 346 (E346) com o triptofano, na posição 7, está 
representada através da linha vermelha tracejada. (B) Halogenação do triptofano através de 
uma substituição nucleofílica na posição 7. O intermediário de Wheland, representado entre 
parênteses, encontra-se estabilizado através da interacção com E346. A lisina 79 (K79), na 
forma apo, estabelece três pontes de hidrogénio, sugerindo um ambiente polar para o átomo 
azoto protonado. O anel indolo liga-se ao triptofano 455 (W455) e à histidina 101 (H101), 
numa das faces, e à fenilalanina 103 (F103), noutra, estabilizando ainda mais o intermediário 
[Dong et al. 2005]. 
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Figura 1.29 – Centro-activo do Triptofano 7-halogenase PrnA [Anderson e Chapman 2006]. 
 
 
Foi demonstrado que existe um canal entre o FAD e o triptofano que termina junto ao 
carbono 7 deste substrato (Figura 1.29). Este canal apresenta um comprimento de 10 Å, que é 
uma distância demasiado longa para que o hidroperóxido ou a flavina hipoclorica possam 
reagir directamente com o triptofano, o que revela que este ácido altamente reactivo é 
mantido enclausurado neste espaço. A proposta mecanística sugerida foi a formação de 
HOCl e posterior ligação deste à lisina 79 (Lys79) através de uma ponte de hidrogénio, 
tornando o ácido ainda mais electrofílico, orientando desta forma o ácido na posição correcta 
para posterior reacção com o triptofano na posição 7 (Figura 1.30) [Murphy 2006].  
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Figura 1.30 – Produção de 7-clorotriptofano [Dong et al. 2005, Anderson e Chapman 2006]. 
 
Neste mecanismo proposto, forma-se o hidroperoxiflavina que subsequentemente sofre um 
ataque nucleofílico por parte do ião cloreto, formando o respectivo ácido hipohaloso. O ácido 
formado segue pelo canal da proteína terminando o seu percurso aquando da interacção com 
a Lys79. O carbono 7 do triptofano, posicionado no final do canal, desencadeia um ataque 
 70
  Introdução 
nucleofílico ao HOCl que é facilitado pela presença da lisina, um ácido de Lewis, que se 
encontra ligado ao ácido através de uma ponte de hidrogénio. O intermediário de Wheland 
que se forma é estabilizado pelo glutamato 346 (Glu346) que por sua vez desprotona o 
intermediário dando origem ao produto halogenado [Dong et al. 2005, Murphy 2006, 
Anderson e Chapman 2006]. É de realçar que o ácido hipohaloso formado nunca se encontra 
na sua forma livre e que esta não clora o triptofano [Dong et al. 2005]. Este mecanismo 
sugere que as interacções entre HOCl, Lys79, Glu346 e triptofano são a chave da activação do 
substrato para uma halogenação. Por sua vez, existe também a possibilidade do próprio Lys79 
ser clorado, dando origem a um cloroamina Lys-NH-Cl , que poderá ser um agente clorante 
do anel indólico do triptofano [Vailancourt et al. 2006]. 
O mecanismo de formação de HOCl foi confirmado através de estudos espectroscópicos de 
stopped-flow realizados com RebH. Neste estudo foi possível verificar a formação do 
intermediário FAD(C4a)-OOH (detectado através do aumento da absorvância a 390 nm) que 
sofre um ataque nucleofílico no oxigénio distal, por parte do ião cloreto, sendo o grupo 
hidróxilo depois transferido para o Cl-, originando HOCl e FAD(C4a)-OH. Com a 
transferência do grupo OH- observou-se uma variação da absorvância a 390 nm e o 
aparecimento de uma espécie fluorescente. A desidratação final do FAD(C4a)-OH dá origem 
ao FAD na sua forma mais oxidada que é acompanhada pelo aumento da absorvância a 450 
nm. Ficou desta forma provado que a cloração do triptofano é uma reacção independente das 
reacções de oxidação da flavina e que o produto clorado só se forma após a flavina terminar 

















































Muito recentemente, foram apresentadas algumas provas bioquímicas e estruturais que 
corroboram a proposta mecanística, onde o ácido hipocloroso reage com o resíduo lisina, 
localizado no canal proteico, dando origem a uma cloroamina estável. Tanto o HOCl como a 
cloroamina têm de estar dentro da proteína nativa, visto que quando a proteína é desnaturada 
estes reagem prontamente com os resíduos de Cys e Met. Nesta via biossintética proposta, a 
cloroamina é o agente clorante proximal (Figura 1.32), onde o HOCl, formado como produto 
das reacções redox da flavina, reage com a Lys79 produzindo Lys-ЄNH-Cl. Esta cloroamina 
encontrar-se-á numa orientação ideal para servir de dador de Cl+ numa substituição 
electrofilica aromática do anel indólico, nomeadamente no carbono 7 do triptofano. Estas 
espécies clorantes foram encontradas nos halogenases PltA e PltM que biossintetisam a 
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FADH2 + O2 + Cl



















Figura 1.32 – Mecanismo proposto para a formação do intermediário enzimático, Lys-ЄNH-
Cl, como agente clorante proximal [Yeh et al. 2007]. 
 
 
A reacção química entre o ácido hipocloroso e a lisina, com a formação de Lys-ЄNH-Cl, é 
um passo rápido [Pattison e Davies 2001]; a baixa velocidade poderá estar ligada às 
variações conformacionais que ocorrem após a formação da ligação covalente do 
intermediário enzimático [Yeh et al. 2006]. Estas variações estruturais, após a formação do 
intermediário enzimático, podem fazer aumentar a afinidade do enzima relativamente ao 
substrato. Desta forma, o triptofano só se liga ao enzima após a formação do intermediário 
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clorado e após o ajuste do centro activo para a posterior reacção de cloração, evitando assim 
as reacções inapropriadas do HOCl, gerado no centro activo, com outros substratos.  
As cloroaminas são agentes clorantes mais suaves que o ácido hipocloroso [Yeh et al. 2007, 
Peskin et al. 2001, Weiss et al. 1983], visto que a sua reactividade depende da estrutura e do 
meio em que se encontram, sendo por isso mais selectivas. A conversão do ácido hipocloroso 
numa cloroamina facilita as reacções de halogenação regiosselectivas. A eficiente entrega de 
Cl+ também pode ser facilitada pela orientação apresentada pelo substrato e pela distância de 
van der Waals entre o N-Cl e o substrato [Yeh et al. 2007]. Por outro lado, a modificação da 
cadeia lateral da proteína deverá conferir ao substrato a regiosselectividade necessária para a 
reacção, facilitando a orientação do substrato relativamente à cloroamina. Este rearranjo da 
proteína é importante, visto que a posição C7 não é a mais activa para uma substituição 
nucleofílica no anel indólico. O efeito da orientação poderá explicar também a 
regiosselectividade dos halogenases que cloram nas posições C5 ou C6, em vez da C7 [Yeh 
et al. 2007, Zehner et al. 2005, van Pée 2001]. 
No caso dos haloperoxidase e perhidrolases, o HOCl gerado, na sua forma difusa, não produz 
compostos regiosselectivos formados nas reacções biossintéticas [Puk et al. 2002, Kirk e 
Conrad 1999, Picard et al. 1997]. A detecção da formação de um intermediário clorante, 
estável e com um tempo de vida relativamente longo, durante o mecanismo dos halogenases 
dependentes de FADH2, aponta para a solução do controlo natural da reactividade do HOCl 
[Yeh et al. 2007]. 
 
1.3.5.2 Halogenases de FeII não-hémicas dependentes de α-cetoglutarato 
 
Diversos factos levaram a apontar a existência de um outro grupo de halogenases para além 
dos halogenases dependentes de FADH2. Na sequenciação de vários clusters, produtores de 
compostos naturais halogenados, não foram identificados flavoproteínas halogenases e as 
moléculas halogenadas encontradas continham ligações C-Cl em carbonos alifáticos 
localizados em posições afastadas dos grupos activadores [Vaillancourt et al. 2006, Chang et 
al. 2002, Kojima et al. 1993]. A fraca reactividade dos substratos com carbonos alifáticos 
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comparativamente aos substratos com carbonos localizados em anéis aromáticos, ricos em 
electrões, utilizados pelos halogenases dependentes de FADH2, sugere um outro tipo de 
mecanismo catalítico de halogenação enzimática, para estes substratos não-activados.  
Estendendo a analogia verificada entre hidroxilação e halogenação biológicas catalisadas 
pelos halogenases dependentes de FADH2 a estes enzimas e verificando que quando a 
natureza realiza uma hidroxilação de hidrocarbonetos não-activados, os enzimas ligados a 
este fenómeno são os de ferro, com a formação de um complexo oxo-Fe altamente oxidante, 
é possível atribuir imediatamente a halogenação destes compostos aos enzimas de ferro 
[Anderson e Chapman 2006]. O ferro pode ser encontrado em centros catalíticos, como é o 
caso dos haloperoxidases hémicos ou monooxigenases hémicos, exemplificados pelo 
citocromo P450; contudo enzimas de ferro não-hémicos que descarboxilam o co-substrato α-
cetoglutarato são frequentemente encontrados em oxigenases microbianas. Desta forma, o 
segundo grupo dos enzimas dependentes de O2 são enzimas de ferro não-hémicos 
dependentes de α-cetoglutarato. 
O enzima SyrB2, extraído da Pseudomonas syringae, foi o primeiro halogenase de FeII não-
hémico cuja estrutura cristalina foi resolvida (Figura 1.33).  
 
                            A                                                                   B 
 
Figura 1.33 – Estrutura cristalina do halogenase de ferro não-hémico SyrB2. A – Estrutura 
geral do enzima. B – Centro activo do clorinase, onde o FeII (castanho) está coordenado às 
duas histidinas, ao a-cetoglutarato (cinzento), à água (azul) e ao cloreto (verde) [Anderson e 
Chapman 2006]. 
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Estudos estruturais demonstraram que os dois tipos de oxigenases, hidroxilases e 
halogenases, de FeII não-hémicos apresentam características estruturais bastante semelhantes. 
Exemplo disso, são as estruturas do halogenase SyrB2 e do hidrolases FIH, um factor 
indutivo da hipoxia no Homem, que possuem características bastante idênticas (Figura 1.34). 
Todas as investigações efectuadas mostraram que o Fe(II) está ligado a dois resíduos de 
histidina e a um terceiro resíduo portador de um grupo carboxilado, que pode ser aspartato ou 
glutamato. Esta estrutura é conservada em todos os oxigenases de ferro não-hémicos 





Figura 1.34 – Semelhanças entre as estruturas de um hidrolase (FIH) e um clorinase (SyrB2) 
de ferro não-hémico [Flashman e Schofield 2007]. 
 
 
Estes enzimas halogenantes de FeII estão envolvidos na biossíntese de vários antibióticos, tais 
como a syringonicina e a coronatina (Figura 1.35) [Anderson e Chapman 2006, Vaillancourt 
et al. 2005]. A coronatina é um potente agente fitotóxico da planta Pseudomonas syringae, 
que contém um poliquétido bicíclico (ácido coronafácico: CFA) ligado a um aminoácido 
etilciclopropilo (ácido coronamico ou ácido 2-etil-1-aminociclopropeno-1-carboxílico: 
CMA). As duas substâncias são sintetizadas por mecanismos independentes e a fusão destes 
dois componentes estará ligada à catálise via um ligase ainda por identificar [Anderson e 
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Chapman 2006, Couch et al. 2004]. A análise do cluster genético responsável pela 
biossíntese do CFA indica o envolvimento de proteínas sintetase mono e polifuncionais 
poliquétidos no mecanismo. No entanto, os genes responsáveis pela biossíntese de CMA 
assemelham-se aos péptidos sintetases não-ribossómicos. Este facto implica que o 
mecanismo através do qual o substrato é ligado quimicamente à subunidade proteica é 
realizado através de uma ligação a um tio-éster. Subsequentemente, o substrato é modificado 
após a ligação do complexo substrato-proteína a uma outra proteína, também activa na 
biossíntese, e, após a hidrólise da ligação tio-éster, há a libertação do produto final. Este 
sistema de produção biossintética da coronatina é análogo ao da biossíntese da 
syringomicina, produzida pela P. syringae (Figura 1.35). 
 
 
Figura 1.35 – Biossíntese da syringonicina e da coronatina [Anderson e Chapman 2006]. 
 
Ambos os mecanismos utilizam aminoácidos como substrato inicial; no caso da biossíntese 
da syringomicina o aminoácido é o L-treonina e no caso do CMA é o L-isoleucina. 
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Inicialmente, o CmaA, que contém o péptido sintetase não-ribossómico, vai activar o 
aminoácido através de uma adenilação (A), formando-se um éster de AMP e posterior 
tiolação (T), dando origem a um tio-éster. O passo seguinte é a cloração catalítica processada 
por um enzima de FeII não-hémico dependente de oxigénio molecular e α-cetoglutarato. A 
descoberta do processo mecanístico desenvolvido na biossíntese via CMA foi bastante 
elucidativa, visto que o produto final não é halogenado. A cloração é efectuada de forma a 
facilitar a subsequente formação do anel, onde um enzima relacionado com o epimerase 
metilmalonil-CoA (CmaC) utiliza o metal, coordenando o substrato através do grupo 
carbonilo, formando um tio-éster enolato. O substrato é sujeito a um ataque intermolecular 
do carbanião estável de um CmaC, deslocando o ião cloreto e formando um anel de 
ciclopropano. Em ambos os processos (Figura 1.35) os enzimas que catalisam a cloração são 
os halogenases de ferro não-hémicos dependentes de α-cetoglutarato, SyrB2 e CmaB. 
A análise do cluster genético responsável pela produção da barbamida (Figura 1.36), isolado 
da cianobactéria marinha Lyngbya majuscula [Orjala e Gerwick, 1996], revelou a existência 
de dois enzimas halogenantes, barbB1 e barbB2. A estrutura da barbamida demonstrou 
conter um grupo metilo triclorado, um derivado biossintético do aminoácido L-leucina. Este 
facto foi confirmado através da incorporação de [2-13C]-5,5,5-tricloroleucina exógeno, 
demonstrando, assim, que este é um intermediário na biossíntese da barbamida [Sitachitta et 
al. 2000]. Um estudo in vitro demonstrou que a tripla cloração do grupo metilo não-activado 
da proteína BarA ligada ao substrato L-leucina é mediana pelos halogenases de ferro não-
hémicos, barbB1 e barbB2, que desempenham funções complementares na produção de 
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Figura 1.36 – Mecanismo de biossíntese da barbamida [Galonic et al. 2006]. 
 
 
Paralelamente à ligação do substrato à proteína, foi estudado o halogenase CytC3 (Figura 
1.37), isolado da espécie Streptomyce, agente clorante dos grupos metilo da L-alanina ou L-






Figura 1.37 – Mecanismo de biossíntese de citotrienina A e B [Ueki et al. 2006]. 
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Neste mecanismo, o ferro exclui a molécula de água, deixando uma posição de coordenação 
livre; seguidamente o oxigénio molecular liga-se, nesta posição livre, ao FeII desencadeando, 
desta forma, a descarboxilação do α-cetoglutarato complexado, originando a formação do 
complexo FeIV=O. Esta espécie é a chave do mecanismo e apresenta uma elevada analogia 
para com o composto I do cloroperoxidase [Dawson e Sono 1987]. Estudos espectroscópicos 
de Mössbauer demonstraram a existência de dois complexos intermediários de Fe(IV) e 
sugeriram um rápido equilíbrio entre ambos. Especula-se que estes dois complexos 
intermediários Cl-FeIV-oxo possuam distintas conformações e que a ocorrência da formação 
de dois complexos de Fe(IV) antes da quebra da ligação C-H possa indicar a presença de dois 
complexos Fe(III)-OH após a abstracção do átomo de hidrogénio. A presença de duas 
conformações pode ser a causa da halogenação preferencial relativamente à hidroxilação 
convencional.  
A halogenação exclusiva, em vez da hidroxilação, também foi observada num complexo 
inorgânico de ferro não-hémico, onde o átomo central de Fe está coordenado ao cloreto e ao 
hidroxilo. Pensa-se que esta reacção prossegue via abstracção de um hidrogénio do substrato 
seguido da quebra homolítica da ligação do ligando coordenado ao átomo de FeIII. Foi 
proposto que a preferência pelo ligando cloreto, relativamente ao hidroxilo formado, reflecte 
o reduzido potencial redox do radical cloreto (Cl• + e- → Cl-; Em = + 1,36 V) relativamente ao 
radical hidroxilo (OH• + e- → OH-; Em = + 2,02 V). Desta forma, após a ligação Fe-Cl 
verifica-se a formação do substrato clorado através de uma ligação C-Cl (Figura 1.38) 
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Figura 1.38 – Proposta de mecanismo do halogenase FeII não-hémico dependente de α-
cetoglutarato. R=-CH2-L-CH(NH2)-CO-S-CytC2;  R’= -(CH2)2CO2- [Galonic et al. 2007]. 
 
 
Através deste mecanismo, seria possível considerar-se um sistema ideal de halogenação, 
onde há excelente formação de substratos com elevada selectividade. Contudo, existe um 
problema de inactivação inerente a estes enzimas, tal como acontece aos hidroxilases não-
hémicos. Pensa-se que poderá ocorrer uma combinação entre a auto-oxidação do ferro não-
hémico (facto inevitável quando se efectuam determinações na ausência de doadores de 
electrões) e a hidroxilação dos resíduos conservados no centro activo do enzima. Embora 
existam estes inconvenientes, a simplicidade com que estes enzimas introduzem átomos de 
halogéneos em hidrocarbonetos não-activas é notável. 
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1.4 Polifenol Oxidases 
 
Os polifenol oxidases (PPO – do inglês PolyPhenol Oxidases) são metaloenzimas 
pertencentes ao grupo dos enzimas de cobre, ou seja, possuem no seu centro activo o ião 
cobre [Solano et al. 1997, Hernández-Romero et al. 2005]. A importância destes enzimas 
deriva da sua participação em várias vias metabólicas oxidativas, havendo formação de um 
grande leque de biomoléculas que divergem quanto à sua complexidade [Mayer 2006, 
Tepper et al. 2004a, Solano et al. 1997], entre as quais se destaca, devido à sua ubiquidade 
em diversos organismos, a melanina [Sanchaez-Ferrer 1995, Makino e Mason 1973, Ando 
et al. 2004, Jimbow et al. 2000, Park et al. 2003]. Os PPO encontram-se distribuidos numa 
larga escala filogenética [Fenoll et al. 2004, Mayer 2006, Mason 1955, Solomon et al. 
1996, van Gelder et al. 1997]. São designados por polifenol oxidases devido ao facto de 
possuírem a capacidade de levar a cabo reacções oxidativas (Figura 1.39) envolvendo 
compostos aromáticos, como por exemplo fenóis e oxigénio molecular [Solano et al. 1997]. 
A classificação deste grupo heterogéneo de enzimas baseia-se no tipo de reacções que 
catalisam, estando distribuídos em três grupos enzimáticos [Mayer 1987, Solano et al. 
1997, Mayer 2006]: 
 
• Cresolases ou monofenol hidroxilases (EC 1.14.18.1) – hidroxilam anéis 
aromáticos monofenólicos dando lugar a o-difenóis [Pérez-Gilabert e Carmona 
2000, Jaenicke e Decker 2004, Orenes-Piñero et al. 2006]. 
• Catecolases ou o-difenol oxidases (EC 1.10.3.1) – catalisam a oxidação de o-
difenóis a o-quinonas e algumas podem apresentar actividade sobre os p-difenóis 
[Hernández-Romero et al. 2004, Pérez-Gilabert e Carmona 2000]. 
• Lacases ou p-difenol oxidases (EC 1.10.3.2) – oxidam essencialmente p-difenóis, 
contudo podem também apresentar actividade sobre o-difenóis, metoxifenóis, 
aminofenóis, polifenóis e poliaminas [Solano et al. 1997, Hernández-Romero et al. 













































































Figura 1.39 – Classificação das diferentes actividades levadas a cabo por polifenol 
oxidases. A) Actividade enzimática como cresolase e exemplo da oxidação da L-tirosina; 
B) Actividade enzimática como catecolase e exemplo da oxidação do L-dopa; C) 
Actividade enzimática como lacase e exemplo da oxidação do dimetoxifenol. 
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No entanto, esta classificação clássica pode dar origem a algumas ambiguidades, visto que 
estes enzimas, designados de formas tão distintas e separadas em grupos diferentes por 
critérios pouco definidos, podem ter actividade sobre o mesmo substrato e, inclusive, o 
mesmo enzima podem apresentar duas destas actividades em simultâneo [Mayer 2006]. Um 
exemplo são os tirosinases, onde a maioria dos enzimas pertencentes a este conjunto, 
apresentam actividade enzimática como monofenol hidroxilases (cresolases) e difenol 
oxidases (catecolases). Os cresolases e catecolases apresentam centros activos de cobre 
distintos dos lacases. Este facto levou a uma classificação diferente, relativamente à 
clássica, sendo os polifenol oxidases separados em apenas dois grupos: lacases e 
tirosinases. Para além da diferença nos centros activos, estes enzimas apresentam uma 
especificidade diferente em relação ao substrato e também uma sensibilidade a inibidores 
completamente diferente [Dawley e Flurkey 2003, Kiiskinen e Kruus 2002, Ha et al. 2005]. 
Mas, a grande diferença reside no facto dos tirosinases possuírem actividade como 
monofenol hidroxilase e difenol oxidase, enquanto os lacases são apenas capazes de oxidar 
difenóis activados [Dalfard et al. 2006]. 
 
1.4.1 Centros activos de cobre 
 
O cobre é um elemento essencial para os sistemas vivos, apresentando uma concentração na 
ordem dos ppm (parte por milhão). Este ião é um cofactor de grande importância por 
participar em diversas reacções de oxidação-redução em sistemas biológicos [MacPherson 
e Murphy 2007, Solomon et al. 1996].  
Os polifenol oxidases, lacases e tirosinases, são metaloenzimas que apresentam no seu 
centro-activo o cobre [Matoba et al. 2006, Solano et al. 1997, Hernández-Romero et al. 
2007]. Estes iões cobre podem encontrar-se em disposições diferentes, daí existirem centros 
activos bastante distintos nestas proteínas, que são os denominados centros de cobre do tipo 
I ou cobre azul, do tipo II ou cobre normal e do tipo III ou cobre binuclear. Esta divisão 
resulta da estrutura e geometria do centros activos [Messerschmidt et al. 1989, Solomon et 
al. 1986, Matoba et al. 2006, MacPherson e Murphy 2007]. Durante as reacções catalíticas, 
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os polifenol oxidase de cobre normal apresentam três formas redox: a forma desoxigenada 
[Cu(I)–Cu(I)] é a forma reduzida, que ao ligar-se ao oxigénio dá origem à forma oxidada 
[Cu(II)–O22-–Cu(II)]. Na forma oxigenada, o oxigénio molecular encontra-se ligado como 
um peróxido; este peroxo-complexo origina uma ligação destabilizada que provoca a 
activação do centro activo. Assume-se que a forma [Cu(II)–Cu(II)] representa o enzima no 
estado estacionário, onde os iões CuII estão habitualmente ligados a pequenos ligandos, 
como por exemplo água e iões hidróxido [Matoba et al. 2006, Tepper et al. 2004a]. Por 
outro lado, também existem proteínas que possuem dois ou três tipos de cobre (tipos I, II 
e/ou III) formando, geralmente, um centro trinuclear com três iões de cobre sendo esta 
forma designada por proteínas-multicobre [Ueki et al. 2006]. 
 
As proteínas de cobre do tipo I (Figura 1.40) apresentam uma geometria trigonal plana, 
formada por uma cisteína e duas histidinas ligadas ao centro CuII, havendo uma interacção 
axial, muito fraca, com um ligando distante que pode ser a metionina, glutamina ou água 
[MacPherson e Murphy 2007, Wijma et al. 2007, Yanagisawa e Dennison 2005]. No estado 
oxidado (CuII) os enzimas de cobre do tipo I apresentam uma banda de absorção bastante 
intensa [MacPherson e Murphy 2007]. O potencial de redução, para a maioria destas 
proteínas, é muito baixo, favorecendo deste modo a forma oxidada, na presença de 
oxigénio. A coloração azul, destes enzimas deve-se à transferência electrónica entre o cobre 












Figura 1.40 – Centro-activo de cobre 
mononucleares do tipo I, onde o cobre 
está representado por uma bola azul [Ma 
et al. 2007]. 
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O tipo II (Figura 1.41) designa os centros de cobre que possuem vários ligandos 
aminoacídicos e diversas geometrias. A maioria dos centros do tipo II estão coordenados a 
três ou quatro ligandos e um ou mais ligandos do cobre são imidazóis pertencentes a 
cadeias laterais da histidina. A esfera de coordenação pode ser completa com metionina, 
glutamato, glutamina ou tirosina. O facto de não apresentar grupos tiol resulta na fraca 
banda de absorção, ou seja, fraca coloração. As posições de coordenação nos centros do 
tipo II podem não estar ocupados ou serem preenchidos com ligandos exógenos. Os centros 
de Cu tipo II podem, para além da função de oxidase, catalisar reacções de dismutação de 






Figura 1.41 – Centros activo de cobre mononucleares do tipo II, onde os ligando 
amionoacídicos estão apresentados por bolas e barras com C a laranja, N a azul, O a 
vermelho e S a amarelo. O átomo central de cobre está representado por uma esfera 
castanha [MacPherson e Murphy 2007]. 
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O centro do tipo III (Figura 1.42) consiste no acoplamento antiferromagnético entre dois 
átomos de cobre ligados através de uma ponte de oxigénio molecular ou iões hidroxilo 
[Decker et al. 2007]. Por sua vez cada átomo de cobre está ligado a três histidinas [Itoh e 
Fukuzumi 2006]. 
 
Os centros de cobre binucleares possuem uma banda de absorção UV-vis forte e uma 
frequência de alongamento vibracional entre os átomos de oxigénio molecular baixa 





Figura 1.42 – Centro dinuclear de cobre tipo III, onde o Cu está ligado a vários resíduos de 
histidina, onde os átomos de cobre estão representados a azul, as histidinas a verde, o 
oxigénio molecular a vermelho, o substrato fenólicos a turquesa [Decker et al. 2007]. 
 
 
De acordo com as propriedades espectroscópicas, os catecolases e tirosinases pertencem à 
família das proteínas de cobre do tipo III [Jaenicke e Decker 2004, Matoba et al. 2006, 
MacPherson e Murphy 2007]. 
 
As proteínas com actividade como lacase são membros da família dos oxidases de 
multicobre. Estes metaloenzimas oxidam os seus substratos através da aceitação de 
electrões no centro mononuclear de cobre e da transferência dos electrões para um centro 
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Figura 1.43 – Centro activo do enzima lacase: a) centro mononuclear de cobre tipo I; b) 
centro trinuclear de cobre tipo II/III; c) Estrutura do lacase extraído da Cerrena maxima, 
onde os centros de cobre estão representados por esferas castanhas, os dois canais para 
solventes que dão para o cluster tipo II/III está representado por moléculas de água, a azul 
[Lyashenko et al. 2006]. 
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1.4.2 Tirosinases 
 
Os polifenol oxidases, designados por tirosinases, são enzimas bifuncionais, de cobre 
binuclear, que apresentam actividade como catecolase e cresolase [Alijanianzadeh et al. 
2007, Hearing e Ekel 1976, Khan et al. 2006, Mardsen 1961]. As estruturas dos centros 
activos destas proteínas de cobre tipo III encontram-se altamente conservadas em todos os 
tirosinases caracterizados, apresentando grande semelhança com os hemocianinas 
(armazenadores e transportadores de oxigénio, nos invertebrados) [MacPherson e Murphy 
2007, Mayer 2006, Marusek et al. 2006, Jaenicke e Decker 2004]. Por outro lado, a 
sequenciação de aminoácidos de vários PPO mostram que os tirosinases possuem em 
comum apenas o centro activo, havendo uma variedade de estruturas e pesos moleculares, o 
que levou a postular-se a não existência de uma tirosinase comum aos vários organismos 
tais como, animais, vegetais, fungos ou bactérias [Jaenicke e Decker 2004, Mayer 2006, 
Matoba et al. 2006, Alijanianzadeh et al. 2007]. 
 
Os tirosinases, enzimas multicatalíticos, participam em várias reacções enzimáticas durante 
a biossíntese da melanina [Khan et al. 2006, Park et al. 2003, Alijanianzadeh et al. 2007]. 
São exemplos a hidroxilação da tirosina (um dos aminoácidos mais sensíveis à oxidação 
[Ali et al. 2004]) a 3,4-dihidroxilfenilalanina (dopa); a oxidação do dopa a dopaquinona; e 
a oxidação de 5,6-dihidroxi-indole a 5,6-dihidroquinona (Figura 1.44) [Park et al. 2003, 
Battani et al. 2002, Ali et al. 2004, Mayer 2006]. 
 
Contudo, é de ressalvar que existem microrganismos capazes de sintetizar melanina através 
da utilização de outros enzimas, para além do tirosinase, como é o caso dos enzimas com 














































5,6-dihidroxi-indole 5,6-dihidroquinona  
 
Figura 1.44 – Hidroxilação da tirosina a dopa, oxidação do dopa a dopaquinona e oxidação 
do 5,6-dihidroxi-indole a 5,6-dihidroquinona via tirosinase. 
 
 
Estes PPO são também conhecidos por estarem envolvidos na produção de adesivos, nos 
organismos marinhos [Lee et al. 2001] e nos processos de mudança das glândulas, nos 
insectos [Khan et al. 2006]. Os tirosinases encontrados em solos demonstraram apresentar 
capacidade para contribuir para a formação do humo através do acoplamento de vários 
compostos aromáticos, surgindo assim a possibilidade de utilização dos tirosinases como 
potenciais agentes de decomposição/desintoxicantes de compostos xenobióticos com 
estruturas fenólicas [Park et al. 2000, Battani et al. 2002]. Foi também detectada uma outra 
actividade levada a cabo por este enzimas, que consiste na oxidação de fluorfenóis [Battaini 
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Existem mecanismos propostos para o funcionamento dos tirosinases [Matoba et al. 2006, 
Mirica et al. 2005, Tepper et al. 2004ª, Tepper et al. 2004b]. Na figura que se segue (Figura 
1.45) encontram-se representados as duas principais e possíveis vias catalíticas levadas a 





Figura 1.45 – Representação esquemática dos mecanismo de reacções dos tirosinases [Itoh 
e Fukuzumi 2007]. 
 
A actividade deste enzima (cresolase e catecolase) é activada através da ligação do 
oxigénio molecular ao centro activo reduzido (etapa a), formando a espécie peroxidada (A). 
Por sua vez, o centro oxidado liga-se ao substrato fenólico (etapas b e e), onde um átomo 
de oxigénio é transferido do centro activo para o substrato de forma a dar origem ao 
complexo enzima-catecol (etapa c) e a subsequente desidrogenação do catecol, ou um 
derivado deste produto, dá origem à o-quinona (etapas d, f e g) [Tepper et al. 2004ª, Tepper 
et al. 2004b, Itoh e Fukuzumi 2007]. Contudo, o processo de transferência do átomo de 
oxigénio contínua por esclarecer, assim como as transformações não-enzimáticas das o-
quinonas em melanina [Itoh e Fukuzumi 2007]. 
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No entanto, existe um outro tipo de reacção, levada a cabo pelos centros de cobre 
binucleares dos tirosinases e por substratos fenólicos neutros, que dão origem a ligações C-
C com a produção de dímeros (Figura 1.46) [Itoh e Fukumuzi 2007] em vez das clássicas 




Figura 1.46 – Esquema da produção de dímero fenólicos via tirosinase [Itoh e Fukuzumi 
2007]. 
 
Foi demonstrado que a coordenação do oxigénio fenólico a um dos átomos de cobre do 
centro dinuclear é essencial para a transferência de oxigénio do centro activo oxidado para 
o substrato, via um mecanismo de substituição aromática electrofilica (Figura 1.46). No 
entanto, durante o processo de transferência electrónica há a formação da espécie radicalar 
e são estes radicais intermediários que colapsam espontaneamente para dar origem ao 
dímero acoplado através de ligações entre os carbonos pertencentes aos anéis aromáticos 
[Itoh e Fukuzumi 2007]. 
 
O grande interesse por estes enzimas está relacionado com a sua importância a nível da 
medicina, agricultura e indústria [Battani et al. 2002]. Existe um grande interesse na 
procura de inibidores de tirosinases, de forma a serem utilizados com agentes anti-
escurecimento (por exemplo de frutas e legumes), bem como agentes para o tratamento de 
desordens a nível dermatológico, associadas à hiper-pigmentação, causadas pela formação 
da melanina [Alijanianzadeh et al. 2007, Khan et al. 2006]. Um dos inibidores da 
actividade enzimática como tirosinase é o ácido Kojic, um antibiótico produzido pelas 
espécies Aspergillus e Penicillium, que actua, em processos aeróbios, como um 
desacelerador, ou seja, um inibidor competitivo que reduz a actividade enzimática [Kim et 
 95
  Introdução 
al. 2002, Chen et al. 1991a, Chen et al. 1991b, Kahn et al. 1997]. As espécies químicas 
simples, tais como azida, cianinas e iões halogeneto (Figura 1.47) têm a capacidade de se 
ligar ao cobre originando, também, uma inibição competitiva relativamente ao oxigénio 





Figura 1.47 – Mecanismo proposto para a inibição do centro activo dos tirosinas através 





































































De todos os grupos de macromoléculas biológicas complexas, a melanina é o que possui a 
estrutura mais peculiar [Moses et al. 2006, Clancy et al. 2000], conferindo-lhe propriedades 
muito particulares e que, por sua vez, permitem executar funções específicas dentro de 
organismos vivos.  
 
Embora exista um crescente número de investigadores interessados neste biomaterial 
[Sarna et al. 1986, Galvão e Caldas 1988, Zajac et al. 1994, Gallas et al. 2000, Zhang et al. 
2000, Bochenek e Gudowska-Nowak 2003, Stark et al. 2003, Stark et al. 2005, Powell et 
al. 2004, Powell 2005, Wang et al. 2006] muitas questões sobre a relação estrutura-
propriedade-função continuam ainda por responder [Capozzi et al. 2006]. 
 
Desde a década de setenta, têm sido usadas novas técnicas para os estudos de melaninas, de 
forma a desvendar alguns dos seus mistérios, mas muitas lacunas continuam por preencher 
neste domínio. A estrutura física e electrónica ainda estão por conhecer e inúmeras 
propriedades continuam por esclarecer. 
 
 
1.5.1 Localização e produção 
 
As melaninas são uma importante classe de biopolímeros encontrados em inúmeros 
organismos vivos, que vão das bactérias e fungos aos vertebrados superiores [Galvão e 
Caldas 1989]. Nos seres humanos podem ser localizadas na pele, cabelos, olhos, ouvido 
interno e cérebro [Yin-zhe et al. 2006, Tran et al. 2006, Fenoll et al. 2004]. 
 
Existem dois tipos de melaninas: a eumelanina pigmento com uma coloração castanho 
escuro-preto, formada a partir da tirosina, e a feomelanina, pigmento de cor amarelo-
avermelhado, derivado da cisteinil-dopa, sendo a eumelanina a forma mais comum 
[Capozzi et al. 2006, Tran et al. 2006, Napolitano et al. 1996]. Supõe-se que a melanina 
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seja sintetizada in vivo através do metabolismo enzimático do aminoácido tirosina dando 
origem a várias formas redox do 5,6-dihidroxi-indolo (DHI) e do ácido 5,6-dihidroxindolo-
2-carboxílico (DHICA) [Solano et al. 1997, Rezka et al. 1998, Bertazzo et al. 2001, Yin-
zhe et al. 2006, Tran et al. 2006]. Este processo é designado por melanogénese e ocorre em 
organelas especializadas, os melanossomas, onde se encontram os enzimas que medeiam a 
produção destas biomacromoléculas. Este processo está explícito no esquema inicialmente 
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1.5.2 Propriedades e funções 
 
As melaninas contêm propriedades de grande interesse que estão relacionadas com várias 
funções desempenhadas, das quais se destacam a fotoprotecção e a pigmentação [Subianto 
et al. 2005]. Devido à elevada capacidade de absorção da luz visível e eficiência no 
isolamento de radicais livres [Reszka et al. 1998], estes antioxidantes possuem uma função 
fotoprotectora. Uma das propriedades mais surpreendentes das melaninas é o facto de 
absorverem em toda a gama ultravioleta-visível [Panzella et al. 2007, Albuquerque et al. 
2006] enquanto as restantes biomoléculas apresentam picos bem definidos na zona dos 280 
nm [Powell 2005]. Paradoxalmente apresentam uma função fotoprotectora, mas também 
estão relacionadas com a formação de melanomas [Zang et al. 2000, Napolitano et al. 1996, 
Di e Bi 2003]. 
Como pigmento, as melaninas são responsáveis pela padronização das cores nos cabelos, 
olhos, pele e plumagem de numerosos vertebrados [Tran et al. 2006, Albuquerque et al. 
2006, Schweikardt et al. 2007]. Esta pigmentação pode ser de grande importância na 
selecção natural e sexual [Bókony et al. 2003, MacGraw e Hill 2000]. 
 
A presença da melanina na substantia nigra do cérebro e em outras áreas não expostas às 
radiações solares, como o ouvido interno, sugere outras funções [Albuquerque et al. 2006, 
Galvão e Caldas 1989]. Uma dessas funções é a de absorção do som, que está directamente 
relacionado com o enorme acoplamento electrão-fotão deste biomaterial [Kono et al. 1979]. 
Recentemente foi proposto que a melanina desempenha uma função mais ligada à resposta 
imunitária do que à fotoprotecção [Burkhart e Burkhart 2005, Wilms et al. 2007, Rosas et 
al. 2000]. Contudo, é sabido que a eumelanina e a feomelanina estão relacionados com o 
desenvolvimento do cancro da pele e que a ausência de neuromelanina (híbrido entre a 
eumelanina e a feomelanina), no cérebro, está na origem de várias doenças 
neurodegenerativas, como por exemplo, a doença de Parkison [Tei et al. 1998, Pedrosa e 
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1.5.3 Estrutura 
 
De um modo geral, a estrutura da eumelanina é aceite como sendo constituída por unidades 
monoméricas de várias formas redox do ácido 5,6-dihidroxindolo-2-carboxílico (DHICA) 
e/ou 5,6-dihidroxindolo (DHI), com possíveis locais de polimerização representados na 
figura 1.49 [Tran et al. 2006, Powell 2005, Meredith et al. 2005, Liu e Simon 2003]. 
 




Figura 1.49 – Estruturas de DHI (5,6-dihidroxindolo) e DHICA (ácido 5,6-dihidroxindolo-
2-carboxílico) [Tran et al. 2006, Powell 2005]. 
 
 
Nessas formas redox estão incluídas as semi-quinonas (SQ), as indoloquinonas (IQ) e 
imina-quinonas (QI). Estes monómeros ligam-se uns aos outros, supostamente, de uma 
forma aleatória, para formar oligómeros e polímeros. As moléculas monoméricas podem 
estar em vários estados de oxidação, como é possível visualizar na figura 1.50 [Meredith et 
al. 2006]. Desta forma, é possível verificar que a melanina não é uma molécula 
convencional e bem definida, mas sim uma mistura heterogénea destas unidades estruturais 
básicas ligadas aleatoriamente [Tran et al. 2006, Powell 2005]. 
 
Nos sistemas vivos, as melaninas podem estar ligadas a outras moléculas tais como 
proteínas que podem, afectar as propriedades destes pigmentos, nomeadamente a sua 
solubilidade [Liu e Simon 2003, Meredith et al. 2006, Capozzi et al. 2006]. 
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Figura 1.50 – Estrutura do DHI (5,6-dihidroxindolo), e suas formas oxidadas SQ (forma 
reduzida da semiquinona), IQ (indoloquinona) e QI (quinona-imina), e o DHICA (ácido 
5,6-dihidroxindolo-2-carboxílico): estruturas monoméricas da eumelanina. Formas 
isoméricas, tautoméricas e redox dos intervenientes na formação da melanina [Meredith et 
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Contudo, a grande dúvida a nível estrutural global das melaninas é se estes oligómeros 
formam heteropolímeros extensos como os que estão representados na figura 1.51 [Mason e 
Raper] ou se nanoagregados, como reproduzido na figura 1.52 [Capozzi et al. 2006, Clancy 





Figura 1.51 – Exemplo de estrutura química de melanina natural [Barnes 1988]. 
 
 
No esquema dos nanoagregados é proposto que cinco a dez unidades monoméricas ligam-
se dando origem a um pequeno oligómeros planar, a protomolécula. Estes oligómeros por 
sua vez condensam-se através de ligações π, dando origem aos nanoagregados com duas ou 
três camadas. Estes nanoagregados podem juntar-se em cluster através de interacções do 
tipo pontes de hidrogénio, como está ilustrado na figura 1.52 [Clancy e Simon 2001, Powell 
2005, Stark et al. 2005, Tran et al. 2006]. 
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Figura 1.52 – Estruturas possíveis para 3 tipos de hexámeros da melanina: oxidada (a), 
semi-reduzida (b) e reduzida (c), onde as ligações de hidrogénio estão representadas a 
tracejado azul [Stark et al. 2005]. 
 
 
Desta forma, quanto mais reduzidas forem as estruturas maior a probabilidade para as 
ligações de hidrogénio, intra e inter-camadas, e consequente variação dos espectros de 
absorção. Portanto, nas estruturas mais oxidadas as interacções serão apenas intra-camadas, 
havendo menor possibilidade de formação de camadas múltiplas [Tran et al. 2005]. O 
modelos dos nanoagregados foi baseado em estudos de raio-X WAXS (do inglês Wide-
Angle X-Ray) ou SAXS (do inglês Small-Angle X-Ray) e microscopia de força atómica 
(AFM – do inglês Atomic Force Microscopy) [Tran et al. 2006, Stark et al. 2005, Dezidério 
et al. 2004, Clancy e Simon. 2001]. Alguns estudos demonstraram que também podem 
formar-se filamentos. Uma explicação possível para estas estruturas está ilustrada na figura 












Figura 1.53 – Estrutura esquemática da eumelanina. A unidade estrutural básica do 
oligómero planar é constituído por aproximadamente 5 unidades de DHICA/DHI. Estas 
unidades oligoméricas estão ligadas entre si através de interacções π, que formam, por sua 
vez, os filamentos [Clancy e Simon 2001]. 
 
 
A ideia da biomolécula com uma estrutural baseada na heterogeneidade ou na desordem 
apresenta uma grande ruptura na doutrina bioquímica, onde todas as moléculas possuem 
uma estrutura muito bem definida [Stark et al. 2005, Liu e Simon 2003]. É esta desordem 
que faz com que as aproximações feitas por análise espectroscópica e difracção de raio-x, 
técnicas usadas com grande sucesso na elucidação de estruturas de outras 
biomacromoléculas complexas, sejam tão ineficientes no estudos das melaninas [Liu e 
Simon 2003]. Contudo, é também esta desordem estrutural que dá à melanina a capacidade 
de ter muitas propriedades de grande interesse [Galvão e Caldas 1989, Albuquerque et al. 
2006, Liu e Simon 2003, Tran et al. 2006, Capozzi et al. 2006, Powell 2005, Gallas et al. 
2000].  
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Cálculos utilizando a teoria da minimização da energia funcional e simulação molecular 
dinâmica [Stark et al. 2005] sugerem que a larga banda de absorção da melanina pode ser 
atribuída ao enorme aglomerado de diferentes monómeros e oligómeros, cada um com um 
pico ligeiramente diferente. A figura 1.54 mostra os espectros de absorção de uma folha 
hexamérica, em vários estados de oxidação. A aglomeração das folhas e outros factores 
também podem alterar e forma dos picos. Foi, assim, proposto que com toda esta desordem, 
a sobreposição dos picos individuais daria origem a um largo e monotónico espectro de 









Figura 1.54 – A) Espectro de absorção calculado para um hexamero de camada única, 
oxidado (preto), semi-reduzido (vermelho) e reduzido (azul). B) Bandas de absorção 
calculadas para hexameros sintéticos da melanina. O espectro da estrutura mais oxidada, 
com apenas 1 camada está representado a azul, a vermelho está delineado o espectro de 
absorção da dupla camada e a verde o da tripla camada [Stark et al. 2005]. 
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2.1  Plano geral do capítulo 
 
A caracterização química e estrutural dos enzimas em estudo é fundamental para a 
compreensão do seu papel numa determinada reacção. 
A primeira parte deste trabalho está focada na extracção, purificação e caracterização do 
haloperoxidase de esponjas marinhas pertencentes à espécie Erylus discophorus. A 
segunda parte baseia-se no estudo de reacções de halogenação mediadas pelos 
haloperoxidases. 
Este capítulo visa a descrição de todos os procedimentos experimentais realizados no 
âmbito deste trabalho, para uma melhor compreensão dos resultados experimentais 
apresentados no capítulo que se segue (Apresentação e discussão de resultados). 
 
Na secção 2.2 descreve-se o local de recolha, modo de armazenamento e tratamento do 
material biológico; na secção 2.3 estão descritos os métodos de extracção dos enzimas 
halogenantes, os haloperoxidases. A secção 2.4 elucida os métodos de purificação 
utilizados e na secção 2.5 estão discriminados os métodos usados para a caracterização 
dos catalisadores em estudo. A secção 2.6 descreve o início da segunda fase experimental 
do trabalho, onde estão descritas as condições experimentais usadas nas várias reacções 
de halogenação e a caracterização de intermediários e produto final formados. Na secção 
2.7 encontram-se descritos os métodos utilizados para a reactivação do haloperoxidase 
extraído da esponja Erylus discophorus após cromatografia de permuta iónica forte e do 
enzima bromoperoxidase de vanádio após as reacções de halogenação, com L-dopa, 
peróxido de hidrogénio e iodeto de potássio. 
 
Todos os reagentes, matrizes e instrumentação utilizados encontram-se descritos nos 
apêndices I e II. As soluções tampão, os testes de actividade enzimáticos, doseamento de 
proteínas e procedimento para a preparação e coloração de géis de electroforese 
encontram-se descritos nos apêndices III, IV, V e VI, respectivamente. 
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2.2  Recolha e identificação do material biológico
 
2.2.1  Recolha e identificação de esponjas marinhas 
 
 
Inicialmente foram recolhidos, aleatoriamente, 56 esponjas marinhas na costa ibérica, 
mais precisamente na costa continental portuguesa, Reserva Natural da Berlenga e 
Arrábida e na costa atlântica espanhola, na Ria de Ferrol (Figura 2.1). Logo após as 
recolhas, foram atribuídas referências primárias às diferentes esponjas, para posterior 
classificação taxonómica de todo o material biológico. As esponjas colhidas na Berlenga 
foram catalogadas com B seguido de um algarismo correspondente à ordem da recolha; 
exemplo: a esponja B125 foi a 125ª esponja apanhada na Reserva Natural Berlenga. O 




Figura 2.1 – Locais de recolha do material biológico: Reserva Natural da Berlenga e 
Arrábida, em Portugal e Ria de Ferrol, em Espanha. 
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2.2.2 Recolha de algas castanhas Laminaria saccharina 
 
A costa oeste portuguesa exibe uma grande diversidade de algas castanhas. Trabalhos 
efectuados anteriormente, pelo nosso grupo de trabalho, demonstraram que estas algas, 
em especial as pertencentes à espécie Laminaria saccharina, possuem o enzima 
haloperoxidase de vanádio [Almeida et al. 2001]. A estabilidade deste enzima foi a 
principal razão pela qual este haloperoxidase foi escolhido para estudos de halogenação 
enzimática, efectuados na segunda fase do trabalho. 
As algas castanhas da espécie Laminaria saccharina foram colhidas em 2002, na Praia de 
Castelo do Neiva, próximo de Viana do Castelo, na zona intertidal. A figura 2.2 ilustra a 





Figura 2.2 – Estação de recolha da alga castanha Laminaria saccharina, Castelo do 
Neiva, Minho, Portugal. 
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2.3 Métodos de extracção de haloperoxidases (HPO) 
 
2.3.1  Preparação e armazenamento do material biológico 
 
2.3.1.1 Armazenamento das esponjas marinhas 
 
Após a recolha e catalogação, foram extraídas pequenas fracções do material biológico, 
que foram conservadas em etanol absoluto, para posterior classificação taxonómica [Rios 
e Cristobo 2007]. Os exemplares recolhidos em Portugal foram transportados em arcas 
congeladoras, a uma temperatura próxima dos 44 ºC e posteriormente congeladas, a -20 
ºC, até à sua utilização. O exemplar recolhido na Ria de Ferrol, em Espanha, foi 
transportado vivo para o laboratório da Faculdade de Ciências da Universidade de 
Lisboa, num recipiente com água da Ria de Ferrol. Contudo, uma fracção do exemplar, 
colhido em Espanha, foi imediatamente congelada e uma outra fracção da mesma 
esponja, após a chegada ao laboratório da Faculdade de Ciências, foi imediatamente 
manuseada, de forma a se extrair o enzima em estudo. 
 
2.3.1.2 Armazenamento das algas castanhas 
 
As algas castanhas, previamente identificadas como exemplares da espécie Laminaria 
saccharina, foram colhidas, transportadas numa arca refrigerada e armazenada a -20 ºC 
até posterior utilização. A Figura 2.3 mostra fotografias da alga pertencente à espécie 
Laminaria saccharina, nas quais é possível verificar a forma como colonizam o espaço e 
a forma como aderem ao substrato rochoso, de forma a não serem arrastadas pela maré. 
 
 
   159
  Procedimento experimental 
 
 
Figura 2.3 – Alga Laminaria saccharina [www.weedseen.co.uk/ShowSpecies.asp?id=ZR6360]. 
 
 
2.3.2 Identificação das espécies de esponjas com actividade 
enzimática de haloperoxidase 
 
2.3.2.1 Classificação taxonómica das esponjas marinhas 
 
Todo o processo de classificação taxonómico foi desenvolvido por especialistas, 
nomeadamente Profª. Doutora Maria Teresa Lopes, do Instituto de Oceanografia, Dr.ª 
Joana Xavier, da Universidade dos Açores e Doutora Pilar Rios do Instituto 
Oceanográfico Espanhol (Gijón). A classificação taxonómica baseia-se não só na 
distinção morfológica externa das espécies, mas também na diferenciação do tipo e 
tamanho de espículas de cada esponja, entre outras características [Rios e Cristobo 2007]. 
 
 
2.3.2.2 Detecção da actividade enzimática como haloperoxidase 
nas esponjas marinhas 
 
A primeira etapa deste trabalho foi iniciada com testes (screening) para a detecção de 
actividade enzimática como haloperoxidase (HPO), mais propriamente testes para a 
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detecção de enzimas que actuem como cloroperoxidases (ClPO), bromoperoxidases 
(BrPO) e iodoperoxidases (IPO). 
Para se proceder a estes testes preliminares, para a detecção da actividade enzimática 
como haloperoxidase, foram preparados extractos de todas as esponjas recolhidas, 
designados por extracto bruto (EB). O processo de extracção preliminar baseia-se na 
trituração do material biológico no tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3 (ver apêndice III), 
numa proporção de 1:10 (m/v), seguida de homogeneização e posterior centrifugação da 
mistura, para eliminar todo o material sólido e insolúvel. Os extractos obtidos foram 
submetidos aos testes enzimáticos (IPO, BrPO e ClPO) e a doseamentos de proteína, 
utilizando os métodos de Warburg-Christian [Warburg e Christian 1931], de Lowry 
[Bensadoun e Weinstein 1976] e Bradford [Bradford 1976]. 
 
2.3.3 Extracção de enzimas halogenantes 
 
2.3.3.1 Extracção de haloperoxidases de esponjas Erylus 
discophorus 
 
Com base nos resultados obtidos e tendo em conta a quantidade de material biológico 
recolhido, as esponjas marinhas pertencentes à classe Demospongea, à ordem 
Astrophorida e à espécie Erylus discophorus (Figura 2.4) foram seleccionadas para se 
proceder à extracção e purificação de enzimas com actividade como haloperoxidase. 
 
Na figura 2.4 é possível observar a estrutura externa de uma esponja marinha pertencente 
à espécie Erylus discophorus. Esta espécie apresenta uma coloração castanha escura 
externa e a parte interna é ligeiramente mais clara. A grande maioria das amostras 
estudadas não apresentavam outros organismos macroscópicos incrustados na parte 
externa, contudo alguns tinham integrado no seu interior estruturas de conchas ou 
pequenas pedras, que foram removidos, após a sua descongelação. 
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Figura 2.4 – Esponja marinha pertencente à espécie Erylus discophorus 
[www.asturnatura.com/especie/erylus-discophorus.html]. 
 
Na tabela que se segue (Tabela 2.1) estão representados os dados relativos às recolhas do 
material biológico seleccionados para a extracção e purificação de enzimas halogenantes, 
nomeadamente dos haloperoxidases (HPO). A datação da recolha deste tipo de material 
biológico é essencial para posterior compreensão do comportamento do extracto e do 
próprio enzima, uma vez que as proteínas podem degradar-se com o tempo e dependem, 
também, do modo de recolha bem como do processo de armazenamento. 
 
Tabela 2.1 – Locais e características da recolha de material biológico. 
 
 
Espécie Referência da esponja Local de recolha Data de recolha 
B125 Berlengas / Portugal 1998 
B172 Berlenga / Portugal 1998 
B206 Berlenga / Portugal 1998 
B329 Berlenga / Portugal 1998 
B351 Berlenga / Portugal 1998 
B358 Berlenga / Portugal 1998 












F005 Ferrol / Espanha 2004 
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Existem vários métodos utilizados para a extracção de biomoléculas, mais precisamente 
de proteínas. São conhecidos três tipos de extracção baseados nas diferenças de 
solubilidade das proteínas, onde estão incluídas a precipitação induzida por um sal, onde 
a solubilidade da biomolécula é reduzida com o excesso de iões em solução, a 
precipitação com solvente orgânico, onde a redução da constante dieléctrica (polaridade) 
do solvente provoca a diminuição da solubilidade e a variação do pH, que está 
relacionada com os grupos funcionais da proteína em causa [Harris 1989, Roe 1989]. 
No entanto, só se conhece um método utilizado para a extracção de peroxidases em 
esponjas marinhas, nomeadamente o método utilizado por Baden e Corbett na espécie 
tropical Iotrochota birotulata [Baden e Corbett 1979]. Contudo, durante essa extracção e 
purificação, o enzima mostrou-se bastante lábil, uma vez que o peroxidase perdeu toda a 
sua actividade enzimática durante estes processos. 
Os processos mais conhecidos de extracção de haloperoxidases são os utilizados em 
algas, os quais possuem este enzima com estabilidade operacional bastante elevada 
[Wever et al. 1985, Almeida et al. 2001] ao contrário do que sucede com os 
haloperoxidases extraídos de esponjas marinhas [Baden e Corbett 1979, Nicolai et al. 
2007]. 
Deste modo, testaram-se três processos distintos de extracção de haloperoxidases. No 
primeiro processo de extracção, o material biológico foi triturado e homogeneizado, 
durante 30 minutos, a 4 ºC, no tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3, clarificado por 
centrifugação, a 5500 g, a 4 ºC, e finalmente filtrado antes do seu armazenamento a -80 
ºC. O segundo processo consistiu na repetição do primeiro processo, seguido de várias 
precipitações com o sulfato de amónio 6 % (m/v) e ressuspensão do precipitado proteico 
na solução tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3, na proporção 1:4 (m/v). A figura 2.5 apresenta 
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Adição de tampão 0,2M Tris-SO4 pH 8,3 (1:4, m/v) 
Trituração e agitação (30 min.), a 4 ºC 
Material 
biológico Extracto de 
esponja 
 
Figura 2.5 – Fluxograma para a preparação de extracto bruto, utilizando a precipitação 
sem e com o sulfato de amónio (processo de extracção I e II, respectivamente). 
 
O último processo testado foi o utilizado para a extracção de glicoproteínas de esponjas 
marinhas [Beutler et al. 1993], mas convém salientar que este não é um método 
especificamente utilizado para a extracção de haloperoxidases. Neste processo, o material 
biológico é inicialmente homogeneizado em água bidestilada, clarificado por 
centrifugação, ao sobrenadante resultante é adicionado etanol, na proporção 1:1 (v/v), 
resultando na precipitação de glicoproteínas as quais são posteriormente ressuspensas no 
tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3. Este método encontra-se esquematizado no fluxograma 







Adição de tampão 0,2M Tris-SO4 pH 8,3 (1:4, m/v) 
Centrifugação (35 min.), 5500 g, a 4 ºC Trituração e agitação (30 min.), a 4 ºC 
Extracto de 
esponja Precipitado Sobrenadante 
Precipitação 6 % (m/v) (NH4)2SO4 Centrifugação (35 min.), 5500 g, a 4 ºC 
Centrifugação (30 min.), 5500 g, a 4 ºC 
Precipitado Sobrenadante Precipitado Sobrenadante 
Extracto Bruto – EB 
Ressuspensão em tampão 
0,2M Tris-SO4 pH 8,3 
Extracto Bruto – EB 
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Adição de água bidestilada (1:4 m/v) 
Trituração e agitação (30 min.), a 4 ºC 
Extracto de 
esponja 
Centrifugação (35 min.), 5500 g, a 4 ºC 
Precipitado Sobrenadante 
 
Figura 2.6 – Fluxograma para a preparação de extracto bruto, utilizando 
a precipitação com o etanol, através do processo de extracção III. 
 
 
2.3.3.2 Extracção de haloperoxidases da alga castanha Laminaria 
saccharina 
 
As algas da família Laminariaceae são muito ricas em compostos polifenólicos e 
alginatos [Almeida 1998]. Para separar estes componentes do enzima haloperoxidase da 
espécie Laminaria saccharina, foi utilizado um sistema aquoso de duas fases, cujos 
constituintes da solução são 22,5 % (m/v) K2CO3 e 15 % (m/v) polietilenoglicol PEG 
1500. Após 1 hora de agitação, a mistura foi centrifugada, durante 10 minutos, a 5000 
rpm. À fase superior, contendo o enzima ligado ao polímero PEG 1500, foi adicionado 6 
% (m/v) (NH4)2SO4 e 10 % (v/v) H2O, sob agitação. Seguidamente adicionou-se acetona 
na proporção 3:1 (v/v), relativamente ao volume de extracto enzimático e centrifugou-se 
a mistura, durante 30 minutos, a 10 000 rpm. O precipitado resultante da extracção foi 
ressuspenso numa solução tampão 50 mM Tris-Cl pH 9,0 (ver apêndice III). A solução 
foi dialisada durante a noite, a 4 ºC [Almeida et al. 2001]. 
Este extracto final foi designado como extracto bruto Laminaria saccharina (EB Ls). 
 
Precipitado Sobrenadante 
Precipitação (1:1, v/v) CH3CH2OH, durante a noite 
Centrifugação (30 min.), 5500 g, a 4 ºC 
Ressuspensão em tampão 
0,2M Tris-SO4 pH 8,3 
Extracto Bruto – EB 
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2.4  Métodos de purificação 
 
Sendo a cromatografia um método de separação de componentes de uma mistura, esta 
técnica foi escolhida como método de purificação dos extractos brutos obtidos através 
dos processos de extracções anteriormente mencionados. Inicialmente foram testados 
vários tipos de separações cromatográficas em coluna, com o intuito de se seleccionar a 
mais eficiente para os passos de purificação do enzima haloperoxidase.  
Após o processo de extracção, em grande escala, os diferentes extractos brutos foram 
divididos em pequenas fracções, catalogados e congelados a -80 ºC. Antes da injecção do 
extracto bruto na respectiva coluna cromatográfica, essas fracções foram descongeladas 
num banho de gelo. Durante todo o processo de separação cromatográfica, as colunas 
utilizadas foram refrigeradas a 4 ºC e as fracções recolhidas num banho de gelo e 
posteriormente congeladas a -80 ºC.  
A tabela 2.2 apresenta algumas características das matrizes utilizadas, bem como as 
condições experimentais testadas para a purificação do HPO das esponjas Erylus 
discophorus. 
As cromatografias foram efectuadas num sistema de FPLC (do inglês Fast Protein Liquid 
Cromatography) da marca Pharmacia, com incorporação de bomba P50, bomba 
peristáltica P1, programador de gradiente GP10, unidade de controlo UV-1, unidade 
óptica UV-1, válvula MV-7, colector de fracções LBK FRAC-100, registador REC-200, 
PC associado ao sistema FPLC com software FPLC Director.
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2.4.1 Processo de purificação do enzima extraído de esponjas Erylus 
discophorus 
 
A primeira tentativa de purificação de extractos brutos consistiu na passagem dos 
componentes iniciais por um processo cromatográfico de permuta iónica fraca, numa 
matriz de DEAE-Sephacel, com uma coluna XK 16/20, utilizando um gradiente crescente 
(0-100 %) da solução 2 M NaCl em tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3, com um fluxo de 1 
mL.min-1. Todo o processo cromatográfico foi termostatizado a 4 ºC e as fracções 
recolhidas em banho de gelo, uma vez que os extractos e as fracções resultantes desta 
cromatografia apresentam uma grande instabilidade térmica. Após a detecção das 
fracções, com actividade enzimática como IPO, as fracções foram congeladas a -80ºC. 
Inicialmente, tentou-se uma nova etapa cromatográfica de permuta iónica, mas desta vez 
uma troca iónica forte, em matriz Mono-Q, numa coluna HR 5/5, utilizando um gradiente 
crescente (0-100 %) 2 M NaCl em tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3, a um fluxo de 1 
mL.min-1, refrigerada a 4 ºC. Contudo, esta etapa mostrou-se pouco eficiente, pois as 
fracções com actividade enzimática IPO, após congelamento e descongelamento, 
perderam totalmente a actividade enzimática. Como tal, este passo de purificação foi 
suprimido. Nesta fase, optou-se pela mistura de todas as fracções activas, relativamente à 
actividade enzimática como IPO, provenientes da cromatografia na matriz DEAE e pela 
passagem por um novo processo cromatográfico, a exclusão molecular. Esta etapa de 
purificação consistiu no uso de uma matriz Sephacryl S300, onde os componentes do 
extracto semi-purificado foram separados consoante a sua massa molecular, tendo sido 
utilizado como eluente 0,15 M NaCl em tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3, a uma 
velocidade de 0,5 mL.min-1, com refrigeração a 4 ºC. O processo de separação, utilizando 
a filtração em gel, na coluna 200HR 10/30, foi precedido pela calibração da coluna com 
padrões que se encontram na tabela que se segue (Tabela 2.3), utilizando as respectivas 
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Padrão Massa Molecular / kDa Concentração / mg.mL-1
Azul de dextrano 2 000 1,0 
Aprotinina 6,5 1,5 
Citocromo c 12,4 1,0 
Anidrase carbónica 29,0 1,0 
Albumina (BSA) 66,0 2,5 
Álcool desidrogenase 150,0 2,5 
β-Amilase 200,0 3,0 
Apoferritina 443,0 4,0 
Tiroglubolina 669,0 4,0 
2.4.2 Processo de purificação do haloperoxidase de vanádio (V-
BrPO) extraído da alga Laminaria saccharina 
 
Por ser um enzima já caracterizado, o extracto bruto da Laminaria saccharina (EB Ls) 
foi submetido a uma cromatografia de interacção hidrofóbica numa matriz Phenyl-
Sepharose, numa coluna XK 16/20, utilizando um gradiente linear decrescente (100-0 %) 
da solução 1,33 M (NH4)2SO4 em tampão 50 mM Tris-Cl pH 9,0. O passo inicial deste 
processo de purificação consiste na adição de 1,33 M (NH4)2SO4 ao extracto bruto 
[Almeida et al. 2001]. 
As fracções que apresentaram actividade enzimática como IPO foram misturadas e 
colocadas em diálise, com membranas de celulose de 49 mm e capacidade de retenção 
superior a 12 kDa da Sigma, numa solução 240 µM NaVO3 em tampão 50 mM Tris-Cl 
pH 9,0, durante cerca de 48 horas, uma vez que durante a cromatografia o enzima 
haloperoxidase tende a perder o seu centro activo V(V). Após a reactivação com o 
vanadato, o extracto foi novamente dialisado, desta vez, numa solução tampão 50 mM 
Tris-Cl pH 9,0, para remoção do excesso de NaVO3 [Almeida et al. 2001]. 
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2.5 Métodos de caracterização de enzimas 
 
2.5.1 Ensaios enzimáticos 
 
Ao longo de todo o processo de extracção e purificação do enzima, tanto das esponjas 
pertencentes à espécie Erylus discophorus como da alga da espécie Laminaria 
saccharina, foram efectuados testes de actividade enzimática para se acompanhar e 
optimizar todas as etapas dos processos. O teste como iodoperoxidase foi o mais utilizado 
para o seguimento da actividade enzimática, contudo foram efectuados inicialmente 
testes de actividade como bromoperoxidase e cloroperoxidase, onde a 
monoclorodimedona foi utilizada como substrato para a halogenação. Foi também testada 
a actividade como peroxidase, onde a actividade enzimática é quantificada através da 
oxidação do guaiacol. Todos os testes foram efectuados a uma temperatura de 25 ºC. A 
composição das soluções, bem como das soluções tampão utilizadas, estão descritas nos 
apêndices III e IV. 
 
2.5.2 Técnicas electroforéticas 
 
Esta técnica é utilizada para separar proteínas nativas segundo a razão massa/carga. Por 
outro lado a electroforese, designada por SDS-PAGE (do inglês Polyacrilamide Gel 
Electrophoresis) foi utilizada neste trabalho para determinações e monitorizações dos 
graus de pureza de amostras e massa molecular de proteínas contidas em fracções puras 
ou com diferentes graus pureza. Utilizaram-se concentrações fixas de 10 e 12,5%, para os 
géis SDS-PAGE segundo o método descontínuo de Laemmli [Laemmli 1970, Hames 
1991]. As proteínas utilizadas como padrões em géis de electroforese com SDS 
encontram-se descritas na tabela 2.4, bem como as suas características a nível de massa 
molecular [Sigma Product Information]. A electroforese SDS-PAGE foi utilizada tanto 
para os extractos de esponjas Erylus discophorus e também o da alga castanha Laminaria 
saccharina. 
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O equipamento utilizado para a separação electroforética foi o Mini Protean®II 
Electrophoresis cell da marca Bio-Rad. 
 
Tabela 2.4 – Padrões de elevada massa molecular para SDS-PAGE. 
 
 
Toda a descrição pormenorizada dos protocolos utilizados experimentalmente encontra-
se no apêndice VI. 
 
Proteína padrão Massa molecular / kDa 
Miosina, músculo de rato 205,0 
β-Galactosidase, E. coli 116,0 
Fosforilase b, músculo de rato 97,4 
Albumina, bovino 66,0 
Albumina, ovo 45,0 
Anidrase carbónica, eritrócito bovino 29,0 
2.5.2.1 Coloração de géis de poliacrilamida 
 
Para a visualização das bandas correspondentes às biomoléculas que se encontram 
separadas nos géis de electroforese, provenientes de extractos tanto das esponjas como 
das algas marinhas, foram utilizados dois métodos distintos: os métodos de nitrato de 
prata [Blum et al. 1987] e o método do azul de Coomassie [Harnis e Angal 1992]. O 
método do nitrato de prata tem por base a ligação dos iões prata aos grupos sulfídrilos e 
carboxílicos das proteínas, é um método bastante sensível e possui um limite de detecção 
entre 2 e 5 ng de biomoléculas, embora não muito específico. O método do Azul de 
Coomassie baseia-se na ligação não específica do Azul de Coomassie às proteínas. As 
macromoléculas são detectadas através do aparecimento de bandas azuis no gel. Este 
método possui um limite de detecção entre 0,3 e 1,0 µg de proteína [Wilson e Walker 
2000]. Para a visualização específica de bandas proteicas que apresentem actividade 
enzimática como iodoperoxidase foi utilizado o método da o-dianisidina [Vilter 1983]. 
Todos os dados relativos a colorações de PAGE encontram-se no apêndice VI. 
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2.5.3 Determinação da massa molecular 
 
Para a determinação da massa molecular relativa das fracções purificadas, provenientes 
do extracto bruto das esponjas marinhas Erylus discophorus, que apresenta actividade 
enzimática como haloperoxidase, foram efectuadas cromatografias de exclusão molecular 
ou filtração em gel, utilizando uma coluna Sephacryl S300, 200HR 10/30. A coluna foi 
previamente equilibrada com o eluente das amostras a analisar, 0,15 M NaCl em tampão 
0,2 M Tris-SO4 pH 8,3, a um fluxo de 0,5 mL.min-1. 
O volume morto da coluna Sephacryl S300 foi determinado através da obtenção do 
volume de retenção do azul de dextrano, que possui uma massa molecular de 2000 kDa. 
Para a calibração da coluna S300 foram usados vários padrões de massa molecular que 
variam entre os 6 e os 700 kDa, como é possível verificar na tabela 2.3. 
 
 
2.5.4 Variação da actividade enzimática como IPO em função do pH 
 
Para determinar qual o pH óptimo do enzima com actividade como iodoperoxidase, 
extraído das esponjas marinhas Erylus discophorus, foram efectuados ensaios a diferentes 
pH e/ou soluções tampão. Foram testados quatro ensaios independentes no tampão 0,1 M 
acetato de sódio com (pH 4,0, 4,5, 5,0 e 5,5) e mais três ensaios usando o tampão 0,1 M 
MES-Na (pH 5,0, 5,5, 6,0 e 6,5). 
O estudo foi efectuado imediatamente após o último passo de purificação, que consistiu 
na cromatografia por exclusão molecular. A fracção com actividade enzimática foi 
mantida num banho de gelo antes de ser submetida ao teste de actividade como IPO. As 
concentrações e volumes dos reagentes e substratos e enzima foram mantidos constantes, 
aos usados no teste de IPO padrão variando apenas o tampão e/ou o pH. 
 
2.5.5 Estabilidade térmica 
 
A fracção purificada extraída de esponjas marinhas da espécie Erylus discophorus, com 
actividade enzimática como iodoperoxidase, foi testada relativamente à sua estabilidade a 
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diferentes temperaturas, a 4, 15, 25, 30, 35, 40 e 45 ºC. O estudo foi efectuado 
imediatamente após o último passo de purificação. A fracção com actividade foi dividida 
em alíquotas de 500 µL, mantidas num banho de gelo antes da incubação. Para se 
proceder à determinação da estabilidade a diferentes temperaturas, as alíquotas foram 
incubadas durante 30 minutos, a uma temperatura constante; após este período a amostra 
foi colocada num banho de gelo e após o seu arrefecimento foi testada a sua actividade 
como iodoperoxidase. Todos os ensaios enzimáticos efectuados tiveram como meio o 
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2.6 Reacções de halogenação enzimática 
 
As reacções de halogenação enzimáticas foram efectuadas utilizando inicialmente o 
enzima extraído da alga castanha Laminaria saccharina, contudo foram efectuados 
ensaios com o haloperoxidase purificado a partir do extracto bruto de esponjas Erylus 
discophorus e “Horseradish Peroxidase” comercial. Para além da variação do enzima, 
fizeram-se variações de substratos, de pH e tampão e procedeu-se também a ensaios de 
oxidação não enzimáticos, como será possível verificar nesta secção. 
Os substratos fenólicos utilizados para estes estudos encontram-se descritos na tabela 2.5, 
que se encontra na página que se segue. 
 
2.6.1 Reacções com L-tirosina 
 
Os estudos de halogenação, nomeadamente de iodação de substratos orgânicos, 
iniciaram-se com a reacção de uma mistura de peróxido de hidrogénio, iodeto de potássio 
e L-tirosina (L-Tyr), representada na figura 2.7, catalisada pelo enzima V-BrPO extraída 
da alga castanha Laminaria saccharina. O primeiro ensaio foi monitorizado 
espectrofotometricamente com o objectivo de verificar a iodação enzimática do 
aminoácido L-tirosina. Para tal, fez-se um ensaio utilizando uma mistura reaccional com 
0,324 mM L-Tyr, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2 e 10,8 nM V-BrPO, num volume total de 
3 mL, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,6. O branco da reacção, seguida 
espectrofotometricamente, foi uma mistura contendo 0,324 mM L-Tyr, 0,324 mM KI, 
1,02 mM H2O2, num volume total de 3 mL, em tampão 0,1 M MES-Na pH 5,6, o enzima 
foi substituído por igual volume do tampão onde se encontra o enzima, 50 mM Tris-Cl 
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Tabela 2.5 – Estrutura de compostos fenólicos utilizados nas reacções de iodação 
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Figura 2.7 – Estrutura do L-Tirosina, ácido 
2-amino-3-(p-hidroxifenil)propanóico ou 
parahidroxifenilalanina. Os átomos de 
carbono estão representados a azul claro, os 
de oxigénio a vermelho, os de azoto a azul 
escuro e os de hidrogénio a branco. 
 
 
2.6.1.1 Variação de pH 
 
Após a confirmação da existência de variações espectrais como consequência da reacção 
enzimática, (via V-BrPO, de L-tirosina, iodeto de potássio e peróxido de hidrogénio), 
foram efectuados ensaios a diferentes valores de pH, de forma a determinar o pH óptimo 
para a formação dos produtos iodados, a partir da L-Tyr. Desta forma foram traçados 
espectros entre 1000 e 200 nm das reacções, em tampão 0,1 M MES-Na com valores de 
pH entre 5,4 e 6, 6, usando 0,324 mM L-Tyr, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2 e 10,8 nM V-
BrPO. 
 
2.6.1.2 Espectros dos reagentes e produtos da reacção enzimática 
de iodação 
 
Foram preparadas soluções de L-tirosina, monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (DIT) 
em tampão 0,1 M MES-Na pH 5,7, a partir de uma solução 0,11 M em HCl de cada uma 
das substâncias anteriormente mencionadas. As soluções foram termostatizadas a 25 ºC e 
seguidamente traçaram-se espectros UV-Vis destas soluções de concentrações iguais a 
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2.6.2 Reacções com L-dopa 
 
Com base no estudo da iodação da L-tirosina, catalisada pelo enzima V-BrPO da alga 
castanha Laminaria saccharina, onde se verificou a iodação da tirosina a MIT e 
posteriormente a DIT, decidiu utilizar-se um substrato análogo à tirosina, mas que já 
possuísse um grupo substituinte na posição orto relativamente ao grupo hidroxilo que se 
encontra no anel benzénico. O objectivo inicial, desta fase do trabalho, foi estudar uma 
possível iodação deste substrato disubstituído. A escolha do substrato recaiu sobre um 
composto orto-difenólico, o L-dopa (3,4-dihidroxifenilalanina) que se encontra 





Deu-se início ao estudo espectral da reacção do L-dopa, em condições reaccionais 
análogas às utilizadas nos estudos realizados com a L-Tyr. Ou seja, utilizou-se uma 
mistura reaccional contendo 0,324 mM de L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2 e 10,8 
nM V-BrPO, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4. O branco utilizado para este 
estudo foi uma mistura reaccional igual à anterior, onde o enzima foi substituído pelo 
tampão onde este foi extraído, tampão 50 mM Tris-Cl pH 9,0, de modo a que detecção 
fosse exclusivamente efectuada para os compostos formados por via enzimática. O estudo 
consistiu no varrimento de 1000 a 200 nm, durante 190 minutos, com ciclos de 10 em 10 
minutos, com o intuito de observar a evolução da reacção ao longo do tempo. 
 
Figura 2.8 – Estrutura do L-dopa (3,4-
dihidroxifenilalanina ou ácido (S)-2-
amino-3-(3,4-dihidroxifenil) propanóico. 
Os átomos de carbono estão representados 
a azul claro, os de oxigénio a vermelho, os 
de azoto a azul escuro e os de hidrogénio 
a branco. 
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Todos os ensaios estudados nesta fase do trabalho foram efectuados num 
espectrofotómetro de marca Shimadzu 1601 com o software UVProbe software, equipado 
com um termóstato Peltier. 
 
 
2.6.2.1 Requisitos para reacção enzimática de L-dopa 
 
Foram efectuados cinco testes controlo, sendo o primeiro teste padrão para a reacção de 
L-dopa, iodeto de potássio, peróxido de hidrogénio, via enzima V-BrPO da Laminaria 
saccharina, nas condições apresentadas na tabela 2.6, o segundo a mesma reacção na 
ausência de peróxido de hidrogénio, o terceiro na ausência de iodeto de potássio, o quarto 
sem a presença do enzima e o quinto uma variante, por apresentar concentrações distintas 
dos substratos, do teste de actividade enzimático como IPO. Todos os ensaios foram 
efectuados em solução tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4. 
 
Tabela 2.6 – Variação de condições/substratos da reacção enzimática catalisada pela V-
BrPO. 
 
Em cada ensaio fez-se um varrimento entre 1000 e 200 nm, durante 190 minutos, com 
ciclos de varrimento de 10 em 10 minutos, a 25 ºC. 
 
Condição L-dopa / [mM] KI / [mM] H2O2 / [mM] V-HPO / [µL] 
1 0,324 0,324 1,02 100 
2 0,324 0,324 0 100 
3 0,324 0 1,02 100 
4 0,324 0,324 1,02 0 
5 0 0,324 0,324 100 
2.6.2.2 Variação do pH e/ou do tampão 
 
A reacção enzimática catalisada pelo V-BrPO entre o L-dopa (0,324 mM), KI (0,324 
mM) e H2O2 (1,02 mM) foi repetida, mas variando o pH e/ ou o tampão da mistura 
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reaccional. Foram efectuados ensaios usando o tampão 0,1 M acetato de sódio, para 
valores de pH iguais a 4,0, 4,6, 5,0 e 5,4, o tampão 0,1 M MES-Na para valores de pH 
iguais a 5,4, 6,0 e 6,4 e o tampão 0,2 M citrato-fosfato pH 6,2. Convém salientar que esta 
última condição foi escolhida uma vez que é o pH óptimo do enzima V-HPO da alga 
Laminaria saccharina, nos ensaios para a determinação da actividade enzimática como 
IPO [Almeida et al. 2001]. Também foi estudado espectrofotometricamente o perfil da 
reacção, mas num meio não tamponado, utilizando apenas os substratos L-dopa, KI e 
peróxido de hidrogénio, nas concentrações anteriormente utilizadas, em água Millipore. 
Em cada um destes oito ensaios, fez-se um varrimento entre 1000 e 200 nm, durante 190 
minutos, com ciclos de varrimento de 10 em 10 minutos, a 25 ºC. 
 
 
2.6.2.2.1 Variação do pH do meio reaccional não tamponado 
 
A reacção catalítica, via V-BrPO, de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI e 1,02 mM H2O2 
no meio não tamponado, anteriormente estudado espectrofotometricamente, foi 
monitorizada quanto à variação do pH do meio reaccional. Inicialmente determinou-se o 
pH dos reagentes de partidas, preparados em água bidestilada e após a mistura dos 
componentes reaccionais registaram-se os valores de pH ao longo do tempo, usando para 
tal um medidor de pH Crison micropH 2001. A reacção, bem como os reagentes iniciais, 
foram termostatizados a uma temperatura de 25ºC. 
 
 
2.6.2.3 Variação do ião halogeneto 
 
O enzima bromoperoxidase de vanádio catalisa a reacção entre L-dopa, H2O2 e KI. A 
próxima etapa é a substituição do ião halogeneto, ou seja, na reacção enzimática, via V-
BrPO, entre 0,324 mM L-dopa, 1,02 mM H2O2 e 0,324 mM, em tampão 0,1 M acetato de 
sódio pH 5,4, fez-se a substituição do ião iodeto (na forma de KI) pelo ião brometo (na 
forma de KBr) e também pelo pseudo-halogeneto ião tiocianato (na forma de KSCN), nas 
mesmas concentrações (0,324 mM). A cada um destes três ensaios, fez-se um varrimento 
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entre 1000 e 200 nm, durante 190 minutos, com ciclos de varrimento de 10 em 10 
minutos, a 25 ºC. 
 
2.6.2.4 Variação do enzima halogenante 
 
O enzima extraído da alga castanha Laminaria saccharina (V-BrPO), foi substituído pelo 
mesmo volume de outros enzimas, nomeadamente os enzimas peroxidase de rábano 
(Horseradish Peroxidase - HRP) e o enzima, não caracterizado a nível estrutural e de 
centro activo desconhecido, extraído da esponja marinha Erylus discophorus. A 
preparação do extracto enzimático contendo o HRP, em tampão 50 mM Tris-Cl pH 9,0, 
foi efectuada de modo a obter-se uma solução enzimática com actividade como IPO 
idêntica (actividades totais, U) à calculada para o V-BrPO. É de salientar que os extractos 
enzimáticos das esponjas utilizados continham actividades enzimáticas como IPO muito 
baixas comparativamente ao extracto purificado da Laminaria saccharina, devido à fraca 
estabilidade demonstrada pelo haloperoxidase isolado. Foram efectuados varrimentos 
entre 1000 e 200 nm, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, a uma temperatura 
constante de 25 ºC, sendo a amostra uma mistura reaccional com 0,324 mM L-Tyr, 0,324 
mM KI, 1,02 mM H2O2 e 100 µL HPO, num volume total de 3 mL, em tampão 0,1 M 
acetato de sódio pH 5,4 e o branco da reacção uma mistura contendo 0,324 mM L-Tyr, 
0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, num volume total de 3 mL, em tampão 0,1 acetato de 
sódio pH 5,4, o enzima foi substituído por igual volume do tampão onde se encontra o 
enzima, 50 mM Tris-Cl pH 9,0, para o caso do HRP e V-BrPO da alga Laminaria 
saccharina e 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3 para o HPO da esponja marinha Erylus discophorus. 
 
2.6.2.5 Variação da concentração do enzima V-BrPO 
 
As variações espectrais correspondentes às reacções entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM 
iodeto de potássio e 1,02 mM peróxido de hidrogénio, catalisadas pelo bromoperoxidase 
de vanádio, foram efectuadas com o enzima purificado não diluído, ou seja, com a 
actividade enzimática máxima conseguida após o processo de purificação. Para verificar 
o efeito da concentração do catalisador, foram realizados estudos espectrais, durante 190 
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minutos, com varrimentos de 10 em 10 minutos entre 1000 e 200 nm, termostatizados a 
25 ºC, onde se reduziu a concentração deste enzima tendo sido utilizadas os factores de 
diluição 1:1, 1:2, 1:5 e 1:10, mantendo-se constantes as concentrações dos substratos 
(0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI e 1,02 mM H2O2). 
 
2.6.2.6 Variação da concentração do ião iodeto 
 
Foram efectuados ensaios onde se variou a concentração do ião iodeto na reacção 
enzimática, catalisada pela V-BrPO, mantendo constantes as concentrações dos restantes 
substratos (0,324 mM L-dopa, 1,02 mM H2O2), utilizando como meio reaccional o 
tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4. Para cada valor de concentração de iodeto foram 
realizados varrimentos entre 1000 e 200 nm, durante 190 minutos, com ciclos de 
varrimento de 10 em 10 minutos, a 25 ºC. As concentrações de iodeto utilizadas para 
cada ensaio foram 0, 0,032, 0,081, 0,162, 0,243, 0,324, 0,810, 1,619 e 3,240 mM, 
respectivamente. 
 
2.6.2.7 Reacções não enzimáticas 
 
Com o intuito de comparar os intermediários formados durante as reacções enzimáticas 
de L-dopa, iodeto de potássio e peróxido de hidrogénio, através dos enzimas 
bromoperoxidase de vanádio da alga castanha Laminaria saccharina, do haloperoxidase 
das esponjas marinhas pertencentes à espécie Erylus discophorus e do peroxidase do 
Rábano (HRP), recorreu-se à oxidação não enzimática deste catecolamina. 
 
 
2.6.2.7.1 Reacção entre L-dopa e o periodato de potássio 
 
A primeira reacção foi a oxidação do L-dopa pelo periodato de potássio (KIO4), um 
agente oxidante forte [Aroca et al. 1990, Robinson e Smyth 1997], num ensaio onde as 
concentrações dos substratos foram iguais a 0,324 mM. A cada ensaio fez-se um 
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varrimento entre 1000 e 200 nm, durante 190 minutos, com ciclos de varrimento de 10 
em 10 minutos, a 25 ºC. 
Foram efectuados outros ensaios onde se variou a concentração do agente oxidante e 
manteve-se a concentração de L-dopa constante e igual a 0,324 mM, tendo-se usado 
concentrações de periodato de potássio iguais a 0,0, 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 
0,35, 0,40, 0,45, 0,50 e 6,67 mM, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4. Para cada 
concentração diferente de solução de periodato de potássio fez-se um varrimento entre 
1000 e 200 nm, a 25 ºC. 
 
2.6.2.7.2 Reacção entre L-dopa e o triiodeto de potássio 
 
Visto o triiodeto ser o produto final da reacção enzimática entre peróxido de hidrogénio e 
o iodeto de potássio, utilizou-se uma solução 1 mM triiodeto de potássio, produzida 
inorganicamente, adicionando iodo molecular a uma solução 1 mM de iodeto de potássio 
preparada em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, para reagir com L-dopa, numa 
mistura onde a concentração de ambos os componentes é 0,324 mM. Este ensaio foi 
seguido espectrofotometricamente, com um varrimento entre 1000 e 200 nm, durante 190 
minutos, com ciclos de varrimento de 10 em 10 minutos e termostatizado a 25 ºC. 
 
 
2.6.2.8 Caracterização de intermediários da reacção enzimática 
catalisada pelo V-BrPO 
 
 
2.6.2.8.1 Estudo por espectrometria de massa com ionização por electrospray 
(ESI-MS) da reacção entre o L-dopa, iodeto potássio e peróxido de 
hidrogénio, via V-BrPO 
 
Com a finalidade de se caracterizar os produtos intermediários da reacção enzimática, via 
bromoperoxidase de vanádio, entre o L-dopa, KI e H2O2, utilizou-se a análise por 
espectrometria de massa acoplada à técnica de ionização por electrospray, que consiste na 
aplicação de um potencial que provoca a migração de carga para a interface capilar-
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solução, formando gotas carregadas. A evaporação do solvente pela acção do gás 
nebulizador diminui o tamanho destas gotas e aumenta as repulsões electrostáticas entre 
as cargas, forma-se o spray de partículas carregadas. A fonte de electrospray pode gerar 
espécies moleculares carregadas positivamente [M]+, modo positivo ou negativamente 
[M]-, modo negativo. As espécies com menor potencial de redox reagem 
preferencialmente [Skoog et al. 1998, Cole 2000]. O aparelho utilizado foi um Bruker Ion 
Trap modelo ESQUIRE 3000+, com uma fonte ESI/MS, utilizando potenciais + 4,5 kV 
ou – 4,5 kV. Foram efectuados dez ensaios distintos, sendo os primeiros resultados 
obtidos a partir dos diferentes componentes iniciais: 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, 0,324 
mM 0,324 mM L-dopa, 0,324 m KI, 1,02 mM H2O2 e 0,324 mM V-BrPO da alga 
Laminaria saccharina, todos os reagentes encontravam-se diluídos em 0,1 M acetato de 
sódio pH 5,4. A todas as soluções foram adicionados 20% de acetonitrilo (CH3CN) e 0,1 
% de ácido fórmico (HCOOH), a junção destes componentes teve como objectivo 
facilitar a protonação das moléculas com grupos básicos, que é o caso do L-dopa. A etapa 
de ionização e vaporização foram efectuados a 50 ºC. 
A fase que seguiu o traçado dos espectros de massa dos reagentes iniciais foi a 
combinação de reagentes para a detecção de possíveis intermediários. Essas misturas 
foram efectuadas em ensaios independentes e da seguinte forma: 
 
i) 0,324 mM KI + 0,324 mM L-dopa, em 0,1 M acetato pH 5,4 com 20% 
CH3CN e 0,1% M CH2O2; 
ii) 0,324 mM L-dopa + 1,02 mM H2O2, em 0,1 M acetato pH 5,4 com 20% 
CH3CN e 0,1% M CH2O2; 
iii) 0,324 mM KI + 1,02 mM H2O2 + 10,8 nM V-BrPO, em 0,1 M acetato pH 
5,4 com 20% CH3CN e 0,1% M CH2O2; 
iv) 0,324 mM L-dopa + 0,324 mM KI + 1,02 mM H2O2 + 10,8 nM V-BrPO, 
em 0,1 M acetato pH 5,4 com 20% CH3CN e 0,1% M CH2O2; 
v) 0,324 mM L-dopa + 0,324 mM KI + 1,02 mM H2O2 + 10,8 nM V-BrPO, 
em 0,1 M acetato pH 5,4 com 40% CH3CN. 
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Os espectros foram traçados após aplicações de potenciais negativos e positivos, para a 
ionização das partículas, como foi anteriormente mencionado. 
 
2.6.2.8.2 Isolamento de intermediários por adição de ácidos 
 
Uma nova tentativa de isolamento dos intermediários da reacção enzimática entre L-
dopa, KI e H2O2, via haloperoxidase de vanádio, consistiu na adição de uma solução 
ácida, com o objectivo de parar ou reduzir a velocidade da reacção enzimática e/ou não 
enzimática, por forma a se isolar e posteriormente caracterizar estes intermediários pouco 
estáveis. Para tal, colocou-se a reagir 0,324 mM de L-dopa, 0,324 mM de KI e 1,02 mM 
H2O2, na presença de 500 µL de V-BrPO, num volume total de 15 mL, sendo o meio a 
solução tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4. Foram retiradas alíquotas de 1 mL do 
vaso reaccional a 5, 30, 45 e 60 minutos após o início da reacção enzimática, às quais foi 
adicionado de imediato 25 µL de solução 6 M HCl. 
 
 
2.6.2.9 Caracterização do precipitado preto 
 
Foram utilizados 5 frascos reaccionais, cada um contendo 0,324 mM de L-dopa, 0,324 
mM de KI, 1,02 mM peróxido de hidrogénio e 1 mL do enzima V-BrPO, num volume 
total de 30 mL, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 e repetiu-se o mesmo para 
reacções em tampão 0,1 M MES-Na pH 5,4. Deixou-se reagir durante 48 horas; após este 
período a fase líquida desta reacção foi retirada cuidadosamente com a ajuda de uma 
pipeta Pasteur e este processo foi repetido para todos os frascos. Os volumes restantes de 
cada frasco, contendo a fase sólida, foram misturados e ultracentrifugados a 10 000 g, 
durante 30 minutos, a 20 ºC. Mais uma vez, com a ajuda de uma pipeta Pasteur as duas 
fases foram separadas. À fase sólida foi adicionado água MilliPore e voltou-se a 
centrifugar e a separar as diferentes fases. Este processo de lavagem com água foi 
repetido três vezes. Após a última centrifugação, o sólido foi liofilizado e determinado o 
seu peso, tanto para a reacção ocorrida na solução tamponada por MES-Na como por 
acetato de sódio, ambos a pH 5,4 e concentração 0,1 M. 
   191
  Procedimento experimental 
2.6.2.9.1 Espectrofotometria de infravermelhos com transformada de Fourier 
(FTIR) 
 
Para se traçar o espectro de infravermelho com transformada de Fourier, pesou-se cerca 
de 1 mg do composto a analisar, melanina comercial e melanina sintetisada pelo 
haloperoxidase e dissolveu-se em 500 mg de KBr. Os espectros foram traçados num 
espectrofotómetro com transformada de Fourier (FTIR do inglês Fourier transform 
infrared spectroscopy) de marca Nicolet 6700, operando num intervalo de comprimentos 
de onda entre 4000-200 cm-1. 
 
2.6.2.9.2 Difracção de raio X (DRX) 
 
Para se proceder ao traçado de espectros de difracção de raio-X de pós (XRD do inglês X-
ray diffraction) foi usado uma fita adesiva como base de contacto com o suporte e o 
precipitado foi disperso nessa base antes das medições. O aparelho utilizado para as 
medições foi um difractómetro de raios-X de marca Philips PW1710, com uma radiação 
Cu-Kα filtrada por grafite. 
 
2.6.2.9.3 Microscopia electrónica de varrimento e microanálise por raios-X 
(SEM-EDS) 
 
A técnica de microscopia electrónica de varrimento (SEM – do inglês Scanning Electron 
Microscopy) e microanálise (EDS – do inglês Energy Dispersive X-ray Spectroscopy) 
foram utilizadas como forma de caracterização e comparação da morfologia do 
precipitado preto, produzido a partir da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 
mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 e da melanina 
comercial. Para tal, estes sólidos foram revestidos, separadamente, por pulverização a 
ouro, no sistema JEOL JFC 1100 e introduzidos no microscópio electrónico de 
varrimento electrónico de alta resolução com microanálise de raios-X FESEM-EDS: 
JEOL JSM-6301F / Oxford INCA Energy 350, para observação de imagens e 
determinação por análise elementar. 
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2.6.2.9.4 Decomposição do precipitado preto 
 
Para caracterizar e comparar o precipitado produzido com a melanina comercial, 
efectuou-se previamente a sua decomposição térmica, preparando-se separadamente 
soluções 1 mg.mL-1 dos sólidos numa solução 4 M KOH. Estas misturas, inicialmente 
insolúveis, foram aquecidas num banho termostatizado, durante 120 minutos, a 60 ºC. 
Após a “solubilização” do precipitado, foi traçado um espectro UV-visível das soluções 
resultante [Chen et al. 2004]. 
 
 
2.6.3 Reacções com compostos fenólicos ou outros 
aminoácidos 
 
2.6.3.1 Reacções enzimáticas de catecol, L-guaiacol, L-fenilalanina, 
L-histidina, L-triptofano, epinefrina e L-dopamina 
 
Foram efectuados outros ensaios, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, onde o L-
dopa foi substituído por outros aminoácidos ou compostos fenólicos, mantendo os 
restantes componentes da reacção enzimática, via V-BrPO, constantes (0,324 mM KI e 
1,02 H2O2). A estrutura e designação dos compostos de substituição encontram-se na 
tabela 2.5. 
 
2.6.3.2 Reacções não enzimáticas de L-dopamina e epinefrina 
 
Os aminocatecóis, L-dopamina e epinefrina, foram colocados a reagir não 
enzimaticamente com uma solução de triiodeto de potássio, preparado inorganicamente 
(ver secção 2.6.2.7.2). As condições reaccionais utilizadas foram 0,324 mM do 
catecolamina e 0,03 mM de triiodeto de potássio, numa solução tampão 0,1 M acetato de 
sódio pH 5,4. O vaso reaccional correspondente ao branco desta experiência, continha 
uma solução 0,324 mM do catecolamina, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4. 
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Foram feitos varrimentos no intervalo de comprimento de onda de 1000 a 200 nm, 
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2.7 Reactivação de enzimas 
 
2.7.1 Reactivação do enzima HPO da Erylus discophorus, após 
cromatografia de permuta iónica forte 
 
As fracções enzimáticas resultantes da passagem do extracto bruto da esponja E. 
discophorus pela coluna de matriz DEAE e posteriormente pela matriz Mono-Q, após 
congelação seguida de descongelação, perderam na totalidade a actividade enzimática 
como iodoperoxidase. Embora não sabendo qual o cofactor do centro-activo deste 
enzima, foram efectuadas incubações destas fracções, enzimaticamente inactivas, em sete 
soluções distintas, contendo iões Ca(II), Fe(II), Fe(III), Mg(II), V(V) e o cofactor 
β−NAD. Para tal, seis fracções de 1 mL do extracto inactivo foram colocadas a dialisar, 
separadamente, durante 96 horas, a 4 ºC, nas seguintes soluções: 
 
a) 1 mM CaCl2 em tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3 
b) 1 mM FeCl3 em tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3 
c) 1 mM FeSO4 em tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3 
d) 1 mM MgCl2 em tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3 
e) 1 mM β-NAD em tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3 
f) 1 mM NaVO3 em tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3 
 
Foram efectuados testes de actividade enzimáticos como IPO às diferentes fracções, após 
40 minutos de diálise, em membranas de celulose com diâmetro de 21 mm e capacidade 
de retenção de partículas com massa superior 12 kDa da Sigma, e repetiram-se os testes 
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2.7.2 Reactivação do enzima V-BrPO após reacção de halogenação 
 
A fase líquida resultante da reacção entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM 
H2O2, 10,8 nM V-BrPO da Laminaria saccharina foi aproveitada, com o objectivo de se 
recuperar o enzima. Para isso, a fase líquida foi submetida a três diálises, tendo sido a 
primeira diálise em tampão 0,05 M Tris-Cl pH 9,0, durante 24 h, à temperatura ambiente, 
a segunda na solução 240 µM V(V) em tampão 0,05 Tris-Cl pH 9,0, durante 48 horas, à 
temperatura ambiente e a última diálise nas mesmas condições de tempo e temperatura da 
primeira. O processo que se seguiu foi a concentração da fase líquida numa membrana 
Amicon Ultra-15 de 10 kDa da Millopore, utilizando uma ultracentrífuga Beckman L8-
60M. O filtrado e o concentrado resultantes foram sujeitos a testes de actividade 
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3.1 Plano geral do capítulo 
 
Neste capítulo encontram-se expressos os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento 
deste trabalho. Iniciando-se pela descrição dos resultados obtidos durante o processo de 
extracção e purificação do haloperoxidase das esponjas Erylus discophorus e, seguido pelos 
resultados obtidos durante a purificação do haloperoxidase de vanádio da alga castanha 
pertencente à espécie Laminaria saccharina e por fim todos os resultados recolhidos 
durante os estudos das reacções de halogenação de substratos catalisadas enzimaticamente 
pelos haloperoxidases em estudo. Os detalhes protocolares de todos os procedimentos 
encontram-se em apêndice (apêndices III a VI). 
 
3.1.1 Identificação das espécies de esponjas marinhas 
 
Após a identificação das espécies recolhidas, foram efectuados estudos qualitativos para a 
detecção da actividade enzimática como haloperoxidase (iodoperoxidase, bromoperoxidase 
e cloroperoxidase) em todas as esponjas. Após a identificação sistemática das espécies 
recolhidas, foi possível agrupar as diferentes esponjas por espécies, como é possível 
constatar na Tabela 3.1. Todo o trabalho de identificação das diferentes esponjas marinhas 
foi efectuado pelas especialistas Prof.ª Teresa Lopes (Instituto de Oceanografia) e Dr.ª 
Joana Xavier (Universidade dos Açores). 
 
Desta forma, foi possível verificar que das vinte e uma espécies recolhidas e identificadas, 
existem oito que não apresentam qualquer tipo de actividade como haloperoxidase, estando 
imediatamente excluídas do âmbito deste trabalho, ou seja, para a extracção e purificação 
de haloperoxidases de esponjas marinhas. As restantes treze espécies identificadas 
apresentaram actividades enzimáticas como iodo e bromoperoxidase ou apenas como 
iodoperoxidase. Tendo em conta os resultados obtidos e a quantidade de biomassa 
disponível, optou-se pela extracção e purificação do haloperoxidase dos oito exemplares de 
esponjas pertencentes exclusivamente à espécie Erylus discophorus, setes das quais foram 
recolhidas em Portugal, na Reserva Natural da Berlenga, em 1998 e uma recolhida mais 
recentemente em Espanha, na Ria de Ferrol, em 2004. 
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Tabela 3.1 – Agrupamento das esponjas por espécies e resultado dos respectivos testes de 
actividade enzimática como haloperoxidase. (-) Representa a ausência de actividade 
enzimática como haloperoxidase, (+) representa a existência de actividade como 









Aplysina sp.  1 - 
Axinyssa aurantiaca (Schmidt, 1864) 1 + 
Chalinula molitba (de Laubenfels, 1949) 2 ++ 
Ciocalypta penicillus (Bowerbank, 1862) 1 - 
Clathrina cerebrum (Haeckel, 1870) 1 + 
Clathrina contorta (Minchin, 1905) 1 - 
Cliona celata (Grant, 1826) 5 - 
Cliona viridis (Schmidt, 1862) 3 + 
Crambe sp. 1 + 
Dysidea fragilis (Montagu, 1818) 1 + 
Erylus discophorus (Schmidt, 1862) 8 ++ 
Halichondria (Halichondria) panicea (Pallas, 1766) 2 - 
Haliclona (Reniera) cinerea (Grant, 1826) 3 + 
Hymedesmia sp. 1 - 
Ircinia sp. 2 - 
Myxilla (Myxilla) rosácea (Lieberkühn, 1859) 10 ++ 
Phorbas fictitius (Bowerbank, 1866) 3 ++ 
Sarcotragus spinosulus (Schmidt, 1862) 3 + 
Spongia sp.  3 - 
Stelletta grubii (Schmidt, 1862) 3 + 
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3.2  Esponjas marinhas Erylus discophorus 
 
3.2.1  Extracção de haloperoxidases 
 
A extracção de haloperoxidases das esponjas marinhas pertencentes à espécie E. 
discophorus foi efectuada conforme o descrito no capítulo dos procedimentos 
experimentais. Devido ao facto de não haver dados suficientes para a extracção e 
purificação de haloperoxidases em esponjas marinhas bem como não se conhecer as 
características deste enzima, a escolha do processo de extracção, baseou-se nos estudos 
realizados anteriormente em enzimas com actividade como haloperoxidase, mas extraídas 
de algas marinhas [Almeida et al. 2001, Wever et al. 1985]. Na tabela que se segue 
encontram-se discriminados os valores de massa de esponja (após descongelação) e volume 
de tampão de extracção utilizados inicialmente, para a preparação do extracto bruto (EB). 
Para a esponja com a referência F005 existem 3 extractos diferentes, sendo o extracto 
referido como F005 o obtido a partir da esponja congelada, o extracto F005viva o obtido a 
partir da esponja mantida viva e por fim o extracto F005morta o obtido após a perda da 
capacidade de movimento dos ósculos da esponja. 
 
 
Tabela 3.2 – Massa de esponja e volumes de tampão de extracção utilizados para a 
produção de extracto bruto. 
Esponja Massa / g Volume de Tampão 
0,2 M Tris-SO4 pH 8,3 / mL 
Volume de Extracto 
Bruto (EB) / mL 
B125 100,26 ± 0,01 400 ± 1 380 ± 1 
B172 100,05 ± 0,01 400 ± 1 410 ± 1 
B206 100,15 ± 0,01 400 ± 1 375 ± 1 
B329 100,01 ± 0,01 400 ± 1 385 ± 1 
B351 100,50 ± 0,01 400 ± 1 405 ± 1 
B358 100,16 ± 0,01 400 ± 1 405 ± 1 
B397 50,02 ± 0,01 200 ± 1 210 ± 1 
F005viva 3,18 ± 0,01 12 ± 0,5 10 ± 0,5 
F005morta 17,01 ± 0,01 68 ± 1 65 ± 1 
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3.2.2 Determinação quantitativa de actividade enzimática total como 
iodoperoxidase (IPO), bromoperoxidase (BrPO), cloroperoxidase 
(ClPO) e peroxidase (PO) 
 
Após o processo de extracção foram efectuados estudos preliminares com os extractos 
brutos obtidos das diferentes esponjas pertencentes à E. discophorus. Assim sendo, o 
primeiro passo foi a quantificação da actividade enzimática como iodoperoxidase (IPO), 
bromoperoxidase (BrPO), cloroperoxidase (ClPO) e peroxidase (PO) bem como o 
doseamento de proteínas dos extractos. Na tabela 3.3 encontram-se registados os resultados 
das actividades totais obtidos para cada esponja. Estes valores foram determinados 
imediatamente após a extracção enzimática. 
 
Tabela 3.3 – Actividade enzimática total dos extractos brutos obtidos para os 
diferentes exemplares da espécie E. discophorus. 
Actividade Total por volume de extracto / U.ml-1Extracto bruto de 
esponjas 
E. discophorus 
IPO BrPO ClPO PO 
B125 26,11 0,22 0 112,89 
B172 14,19 0,67 0 151,34 
B206 32,03 1,34 0 260,51 
B329 10,02 0,16 0 22,74 
B351 11,16 0,20 0 71,95 
B358 24,74 0,55 0 88,49 
B397 30,36 1,63 0 368,02 
F005viva 169,26 2,90 0 599,58 
F005morta 50,09 0,80 0 123,51 
F005 132,83 1,81 0 461,05 
 
 
As esponjas recolhidas em Portugal (Berlenga) apresentam actividades enzimáticas, por 
cada mililitro de amostra, mais baixas comparativamente à que foi colhida em Espanha 
(Ferrol), o que pode reflectir o facto das esponjas da Berlenga terem estado congeladas a -
20ºC durante cerca de 4 anos, período que antecedeu a extracção, enquanto que parte da 
esponja F005 foi mantida viva até ao momento da extracção, (no caso do extracto F005viva) 
ou mantida congelada durante um período inferior a três dias, no caso do extracto F005.  
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Por outro lado, as esponjas colhidas em Portugal apresentam diferentes valores de 
actividade enzimática, sendo as esponjas B206 e B397 as que apresentam os melhores 
resultados, tanto para a actividade como IPO como BrPO e PO. No entanto, é possível 
verificar, no caso da esponja F005, que a parte da esponja que foi mantida viva apresenta 
uma actividade por unidade de volume superior à que foi imediatamente congelada após a 
recolha. Quando a esponja começou a perder as suas funções vitais visíveis, nomeadamente 
a perda da  capacidade de abertura dos ósculos, a actividade enzimática por unidade de 
volume (U.mL-1) registou uma quebra bastante acentuada, na ordem dos 70%.  
 
Constata-se, a partir destes dados, que o enzima com actividade halogenante apresenta uma 
grande instabilidade, visto que a perda de actividade após a recolha e o congelamento das 
esponjas é bastante significativa, perdendo cerca de 22% da actividade enzimática como 
IPO após três dias de congelação e mais de 80% após um período mais longo de congelação 
(mais de quatro anos). 
 
Relativamente à actividade enzimática como bromoperoxidase, verifica-se que as perdas de 
actividade variam entre os 94 e 44%. Todas as esponjas estudadas não apresentam qualquer 
actividade como cloroperoxidasse, mas por outro lado todos apresentam actividade 
enzimática como peroxidase; esta actividade apresenta perdas na ordem dos 40 a 96% 
tendo como base de comparação a esponja F005viva. 
 
 
3.2.3 Determinação quantitativa de actividade específica enzimática 
como haloperoxidase (IPO, BrPO, ClPO) e peroxidase (PO) 
 
Para a determinação quantitativa das proteínas presentes nos extractos brutos foram 
inicialmente considerados três métodos distintos (Apêndice V). O primeiro método, 
consiste na determinação de absorvâncias das amostras a dois comprimentos de onda 
diferentes, a 260 e 280 nm (Método de Warburg-Christian). O método de Bradford 
[Bradford 1976] que se baseia na observação da variação do comprimento de onda de 
máxima absorção da solução acídica de Azul de Coomassie G-250 de 465 nm para 595 nm, 
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após a ligação deste corante a uma proteína, foi o segundo método experimentado. O 
terceiro método experimentado é o denominado método de Lowry [Lowry et al. 1951], 
onde o ião cobre divalente, em condições alcalinas, forma um complexo com os átomos das 
ligações peptídicas sendo o cobre reduzido a um ião monovalente; este e os grupos 
radicalares da tirosina, triptofano e cisteína reagem com o reagente de Folin de modo a 
formar um produto instável, que por sua vez reage com o azul de molibdénio/tungsténio. 
 
Os resultados para a determinação da concentração de proteínas em cada extracto bruto, 
utilizando os três métodos, com princípios químicos diferentes, encontram-se na figura 3.1, 
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Figura 3.1 – Comparação dos resultados obtidos no doseamento de proteínas dos extractos 
brutos das esponjas marinhas pertencentes à espécie E. discophorus, utilizando 
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A partir da figura anterior é possível verificar que, embora com resultados diferentes, para o 
método de Bradford e o método de Warburg-Christian, os valores obtidos são mais 
consonantes, enquanto que para o método de Lowry os valores da concentração proteica  
são ligeiramente diferentes dos obtidos pelos outros dois métodos. É também interessante 
verificar que não se observam grandes variações entre as concentrações proteicas dos 
extractos enzimáticos brutos dos diferentes exemplares, variando entre 3,5 e 4,7 mg.mL-1.  
 
Tendo em conta o tempo necessário para a determinação das concentrações das amostras e 
os limites de detecção, optou-se pela utilização do método de Bradford como única via para 
a quantificação proteica das diferentes amostras analisadas ao longo de todo o trabalho 
experimental, visto que o método de Warburg-Christian, apesar de apresentar valores 
idênticos aos obtidos através do método de Bradford, não se baseia em nenhuma interacção 
específica com as proteínas das amostras, podendo ser mais susceptível a erros, uma vez 
que podem existir compostos não-proteícos que absorvam a 260 e a 280 nm, actuando 
como interferentes e afectando assim a quantificação proteica. Por outro lado, o método de 
Lowry, é mais moroso e os valores obtidos, para os diferentes extractos brutos, aparentam 
resultar da elevada quantidade de proteínas nos extractos, a qual se encontra fora do limite 
de detecção deste método. No entanto, este problema não foi solucionado através da 
utilização de amostras mais diluídas. 
 
Como tal, utilizando os valores da concentração de proteínas, é possível a determinação da 
actividade específica de cada amostra. Os resultados das actividades específicas (U.mg-1), 
actividade total por miligrama de proteína contida na amostra, para cada extracto bruto de 
esponja E. discophorus encontram-se na tabela 3.4. 
 
A partir dos resultados obtidos e apresentados na tabela 3.4, é possível verificar que as 
actividades enzimáticas de IPO, por massa de proteínas totais na amostra, apresentam uma 
variação menos acentuada relativamente às actividades enzimáticas por mililitro (U.mL-1) 
de extracto preparado. As perdas da actividade enzimática específica (U.mg-1) das esponjas 
colhidas em Portugal relativamente à recolhida em Espanha apresentaram quebras entre os 
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50 e os 92%, sendo a esponja B329 a que apresenta maior quebra no valor da actividade 
específica como IPO. 
 
 
Tabela 3.4 – Actividade enzimática específica dos extractos brutos obtidos 
para as diferentes esponjas pertencentes à espécie E. discophorus. 
Actividade específica / U.mg-1Extracto bruto de 
esponja 
E. discophorus 
IPO BrPO ClPO PO 
B125 2,08 0,02 0 8,99 
B172 1,31 0,06 0 14,01 
B206 3,38 0,14 0 27,51 
B329 0,33 0,01 0 0,75 
B351 1,33 0,02 0 8,60 
B358 3,12 0,07 0 11,16 
B397 2,38 0,13 0 28,80 
F005viva 3,31 0,06 0 11,73 
F005morta 3,29 0,05 0 8,31 




As actividades específicas das diferentes fracções da esponja F005 não apresentam grandes 
variações, verificando-se apenas que o valor máximo foi o obtido a partir da esponja 
congelada. As actividades específicas de BrPO apresentam variações entre 8 a 93%, ao 
contrário do que sucedeu no cálculo da actividade específica como IPO, aqui a actividade 
com maior valor foi atingida pela esponja B206, colhida na costa Portuguesa. 
Relativamente à actividade enzimática específica com PO, a esponja B397 é a que 
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3.2.4 Caracterização dos diferentes extractos brutos por via 
electroforética SDS-PAGE 
 
Uma forma de acompanhar os passos da purificação enzimática, a que todos os extractos 
iniciais irão ser submetidos, é através da visualização das bandas de proteínas que constam 
das diferentes amostras usando a electroforese em géis de poliacrilamida (PAGE do inglês 
Poly Acrilamide Gel Electroforesis). 
 
Inicialmente, foram experimentados géis com dimensões de 12 cm de altura e 15 cm de 
largura, com o intuito de melhorar a visualização das bandas proteicas. Todas as 
electroforeses efectuadas nesta fase foram realizadas em géis com 10 % T (sendo % T a 
percentagem de acrilamida e bisacrilamida no gel, ver apêndice IV, contudo, apenas se 
representa a %, omitindo-se o símbolo T) e com SDS (do inglês Sodium Dodecyl Sulphate) 
(Figura 3.2). Os padrões proteicos utilizados foram a urease (U), a albumina do soro bovino 
(BSA do inglês Bovine Serum Albumin), a albumina proveniente do ovo de galinha (A), a 
α-lactoalbumina (L) e a anidrase carbónica (CA do inglês carbonic anydrase), cujos 
valores das respectivas massas moleculares se encontram-se na tabela 3.5. 
 
Tabela 3.5 – Proteínas utilizadas como padrões na electroforese SDS-PAGE, 
designação e respectivas massas moleculares. 
Proteína Padrão Massa molecular / 
kDa 
 




BSA Albumina bovina 132 66 
dímero 
monómero 
A Albumina do ovo de galinha 45  
CA Anidrase carbónica 29  
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Antes da aplicação dos extractos e dos padrões, estes foram submetidos a uma diluição 1:1 
no tampão de amostra e em cada pista foram aplicados 30 µL de amostra. A voltagem 
utilizada, para os géis de maiores dimensões foi de 200 V. O tempo necessário para a 
conclusão de cada electroforese, com géis de grandes dimensões, é cerca de 6 horas e tendo 
sido todo o processo termostatizado a 4ºC. Contudo, após a realização da electroforese e 
posterior coloração dos géis de acrilamida, utilizando os métodos de nitrato de prata, azul 
de Coomassie e também a detecção de bandas com actividade enzimática como IPO, 
através do uso da o-dianisidina, verificou-se que a visualização das bandas era mais difícil, 
pois havia um grande arrastamento das bandas. 
 
Como tal, optou-se pela preparação de géis de dimensões mais reduzidas, (8 cm de altura 
por 9 cm de comprimento), sendo o tempo de migração das moléculas também mais 






Figura 3.2 – Exemplo esquemático de montagem 
de um aparelho utilizado para SDS-PAGE.
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A realização de SDS–PAGE em géis de dimensões mais reduzidas permitiu melhorar a 
visualização das bandas proteicas e deste modo, optou-se pela utilização exclusiva destes 
géis no decurso de todo o trabalho experimental. 
 
As figuras que se seguem apresentam os géis de electroforese em poliacrilamida corados 
através das metodologias que utilizam o azul de Coomassie e nitrato de prata, para as 
proteínas no geral e o método da o-dianisidina, para actividade como iodoperoxidase. 
 
Destes resultados podemos concluir que a coloração com Azul de Coomassie não permite 
identificar quaisquer bandas proteicas, o que confirma as possíveis interferências com os 
outros constituintes do extracto bruto, observados nos processos de doseamento de 
proteínas. 
 
Uma reconfirmação destes resultados é obtida para a coloração com nitrato de prata, que 
revela praticamente todas as classes de moléculas biológicas, onde todo o percurso se 
apresenta muito escuro, com algumas bandas com uma coloração mais intensa, que 
correspondem, de uma maneira geral, às bandas apresentadas no gel corado de forma mais 
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Figura 3.3 – Perfil electroforético SDS-PAGE dos extractos brutos (EB) das diferentes esponjas 
pertencentes à espécie E. discophorus, recolhidas na Reserva Natural da Berlenga, obtidos após a 
coloração, pelo método do azul do Coomassie. Gel A corado com azul de Coomassie, gel B corado 
com nitrato de prata e gel C corado com o-dianisidina. 
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Neste gel podemos observar que existe mais do que uma forma com actividade de 
iodoperoxidase, quer seja devida à presença de mais do que um enzima ou a formas 




3.2.5  Purificação do enzima haloperoxidase  
 
Após a obtenção dos extractos brutos enzimáticos, designados por EB, e tendo em conta as 
características apresentadas nas tabelas 3.3 e 3.4, deu-se início aos processos 
cromatográficos em coluna.  
 
Na primeira fase optou-se pela cromatografia de permuta iónica fraca, em matriz DEAE-
Sephacel, seguida de uma segunda cromatografia, nomeadamente a permuta iónica forte, 
em matriz Mono-Q. O primeiro problema encontrado durante o processo de purificação foi 
a perda de actividade enzimática das fracções e do próprio extracto bruto. Na tentativa de 
minimizar a perda de actividade detectada, os processos foram repetidos nas mesmas 
condições, mas recorrendo à refrigeração, a 4ºC, da coluna cromatográfica e à recolha de 
todas as fracções em banho de gelo. Esta solução fez melhorar bastante a recuperação do 
enzima com actividade.  
 
O segundo passo de purificação escolhido foi a cromatografia de permuta iónica forte em 
coluna Mono-Q, mas esta etapa revelou-se pouco eficaz, como será demonstrado 
posteriormente, mesmo usando a refrigeração a 4ºC. Após esta etapa cromatográfica as 
fracções com actividade ao serem congeladas e descongeladas perderam toda a sua 
actividade enzimática, inviabilizando todo o processo de purificação.  
 
Deste modo, a passagem por uma coluna Mono-Q foi suprimida e após a cromatografia de 
permuta iónica fraca optou-se pela filtração em gel, utilizando a resina Sephacryl S300, 
como processo de separação e simultaneamente de caracterização deste enzima. A recolha 
de todas as fracções, em recipientes em banho de gelo, foi efectuada após a passagem das 
amostras pelo detector UV que efectua leituras de absorvâncias a 280 nm. Após a recolha 
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das diferentes amostras, foram efectuados testes de actividade enzimática como IPO, a 
quantificação proteica, usando o método de Bradford, posterior electroforese SDS-PAGE 
com coloração dos géis para visualização de bandas proteicas e para visualização de 
iodoperoxidases, por forma a monitorizar todo o processo de purificação. 
 
Na secção que se segue serão apresentados os resultados obtidos para os diferentes 
espécimes de esponjas E. discophorus utilizados neste trabalho. 
 
 
3.2.5.1  Cromatografia de permuta iónica fraca 
 
Para iniciar, os extractos brutos (EB) foram filtrados, usando filtros Milex Syringe Driver 
da Milipore e injectados na coluna de permuta iónica, usando uma matriz DEAE-Sephacel, 
nas condições expressas no capítulo dos procedimentos experimentais. No entanto, é de 
referir que foram feitas várias tentativas para melhorar o processo de separação das bandas 
detectadas por UV, nomeadamente a variação, do fluxo utilizado, da concentração do 
eluente, da concentração do sal e do próprio intervalo de gradiente. 
 
Existem extractos que foram submetidos a mais de uma cromatografia, por terem 
apresentado melhores resultados a nível da recuperação do enzima ou apenas por terem 
maiores valores de actividade total iniciais, contudo só será apresentado um cromatograma 
para cada esponja, visto serem todos muito semelhantes, excepto no caso em que tenham 
sido utilizadas condições diferentes.  
 
Seguidamente serão apresentados os perfis cromatográficos de todas as esponjas estudadas, 
bem como os resultados das determinações, das actividades enzimáticas como IPO de todas 
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 Esponja B125 
 
A esponja marinha E. discophorus com referência B125 foi a primeira a ser estudada, tendo 
sido executadas oito cromatografias de permuta iónica, em coluna DEAE-Sephacel. As 
primeiras três cromatografias realizadas permitiram testar e melhorar as condições 
utilizadas na separação dos componentes do extracto bruto injectado, as restantes cinco 
foram obtidas nas mesmas condições, no entanto apenas será apresentado um 
cromatograma para cada esponja em estudo, uma vez que os resultados alcançados são 
reprodutíveis. 
 
Na figuras 3.4 está representado o perfil cromatográfico obtido durante a purificação do 




Figura 3.4 – Cromatograma obtido na separação de 9,50 mL de extracto 
bruto B125, em coluna de permuta iónica DEAE-Sephacel, usando como 
gradiente NaCl (0 → 2 M) em tampão 0,2 M Tris-SO4, pH 8,3, a 4ºC, a 
um fluxo de 1 mL.min-1. 
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Como é possível verificar na figura anterior, a cromatografia de troca aniónica fraca 
permite uma separação parcial dos componentes do extracto injectado, apresentando um 
pico no início da eluição e dois picos com intensidades mais significativas no final do 
gradiente do sal utilizado. 
 
Após o processo cromatográfico as fracções recolhidas, que se encontram enumeradas no 
cromatograma da figura 3.4, foram submetidas aos testes de actividade enzimática como 
IPO, a doseamento de proteínas e a SDS-PAGE, de forma a se caracterizar e monitorizar 
todo o processo de purificação. 
 
Os perfis obtidos por SDS-PAGE para as fracções recolhidas durante a cromatografia 
anterior estão ilustrados na figura 3.5. As fracções estão identificadas com as respectivas 
numerações. 
 
Após a observação dos géis de electroforese, corados com nitrato de prata é possível 
verificar que as fracções 1 a 6 apresentam poucas proteínas e que a partir da fracção 7 até à 
14 a diversidade de proteínas e a quantidade de bandas aumenta substancialmente, 
começando novamente a diminuir a partir da fracção 15. Nos géis C e D, corados para 
actividade como IPO, é possível verificar que existem apenas três fracções com actividade 
enzimática como IPO, sendo as fracções designadas por 8, 9 e 10. 
 
Os resultados dos testes de actividade enzimática como iodoperoxidase obtidos para as 
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Figura 3.5 – SDS-PAGE (a 10%, segundo Laemmli) das fracções (1 a 17) obtidas durante 
a cromatografia em matriz DEAE-Sephacel do extracto EB B125. Os géis A e B foram 
corados para proteínas, segundo o método do nitrato de prata e os géis C e D foram corados 
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Tabela 3.6 – Características das fracções separadas em matriz DEAE-Sephacel, para o 
extracto enzimático da esponja E. discophorus B125. 











EB B125 9,50 158,79 16,71 132,93 1,24 
1 50,01 0,00 0,00 0,00 0,00 
2 10,02 0,00 0,00 1,57 0,00 
3 10,20 0,00 0,00 1,55 0,00 
4 10,04 0,00 0,00 6,15 0,00 
5 10,02 0,00 0,00 2,14 0,00 
6 9,74 0,00 0,00 3,04 0,00 
7 10,59 0,00 0,00 7,06 0,00 
8 10,56 2,33 0,22 11,85 0,20 
9 9,23 8,68 0,94 14,84 0,58 
10 9,59 5,55 0,58 17,76 0,31 
11 10,43 0,32 0,03 17,22 0,02 
12 9,99 0,14 0,01 15,62 0,01 
13 9,59 0,00 0,00 13,93 0,00 
14 10,16 0,00 0,00 13,74 0,00 
15 11,49 0,00 0,00 13,43 0,00 
16 9,16 0,00 0,00 8,72 0,00 
17 9,28 0,00 0,00 7,75 0,00 
 
 
Os resultados obtidos após os testes de actividade enzimática como IPO vêm reforçar os 
anteriormente obtidos através da visualização das bandas proteicas e enzimáticas nos géis 
de electroforese, ou seja, existem três fracções com maior actividade enzimática total e 
específica como IPO (fracções 8, 9 e 10). Contudo este passo de purificação não foi muito 
favorável à separação do enzima, uma vez que foi verificado uma grande perda de 
actividade total e específica, visto que a soma das actividades das fracções recolhidas foi 
muito menor relativamente aos valores apresentados inicialmente pelo extracto bruto, sendo 
o grau de recuperação de 10,72% e o factor de purificação de 0,09. Convém também 
mencionar a perda de actividade enzimática total do extracto bruto utilizado, relativamente 
ao determinado imediatamente após a extracção, ocorrendo uma perda de cerca de 44% da 
actividade total e de 40,38% da actividade específica como IPO após um período de 
congelamento, a -80ºC, de cinco meses, a contar da data de extracção enzimática. 
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 Esponja B172 
 
A esponja B172 foi submetida a duas cromatografias de permuta iónica, tendo sido 
utilizada para tal a coluna de troca aniónica DEAE-Sephacel. O perfil cromatográfico 




Figura 3.6 – Cromatograma obtido na separação de 8,00 mL de 
extracto bruto B172, em coluna de permuta iónica DEAE-Sephacel, 
usando como gradiente NaCl (0 → 2 M) em tampão 0,2 M Tris-SO4, 
pH 8,3, a 4ºC, a um fluxo de 1 mL.min-1. 
 
 
A observação deste cromatograma permite verificar que, tal como aconteceu com a esponja 
B125, a B172 apresenta um pico, aqui mais intenso, que é eluído antes do início do 
gradiente salino e dois picos que são eluídos a meio e no final do gradiente salino, 
respectivamente. Estes picos encontram-se sobrepostos e pouco definidos. 
 
Após a recolha das fracções, procedeu-se à quantificação da actividade enzimática como 
IPO e ao doseamento proteico. Os resultados encontram-se discriminados na tabela que se 
segue. 
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Tabela 3.7 – Características das fracções separadas em matriz DEAE-Sephacel, para o 
extracto enzimático da esponja E. discophorus B172. 











EB B172 8,00 68,97 8,62 87,32 0,79 
1 10,23 0,05 0,00 1,58 0,03 
2 12,64 0,04 0,00 4,98 0,01 
3 8,81 0,00 0,00 3,40 0,00 
4 11,98 0,02 0,00 1,72 0,01 
5 6,86 0,02 0,00 2,42 0,01 
6 14,09 0,04 0,00 3,17 0,01 
7 12,00 0,00 0,00 2,07 0,00 
8 10,26 0,02 0,00 5,21 0,00 
9 9,88 0,00 0,00 2,09 0,00 
10 9,48 0,00 0,00 1,18 0,00 
11 9,86 1,13 0,11 3,87 0,29 
12 10,00 16,19 1,62 8,56 1,89 
13 5,12 12,63 2,47 6,53 1,93 
14 8,25 9,16 1,11 14,13 0,65 
15 7,29 1,41 0,19 9,44 0,45 
16 9,68 0,78 0,08 9,58 0,08 
17 10,17 0,50 0,05 9,27 0,05 
18 12,70 0,41 0,03 8,16 0,03 
19 10,14 0,16 0,02 4,71 0,02 
20 10,01 0,17 0,02 3,29 0,02 
21 9,90 0,24 0,02 1,17 0,02 
 
 
Efectuados os testes de actividade enzimáticos como IPO e a quantificação proteica 
verifica-se que o extracto bruto após a sua descongelação mantém 59,62% da sua 
actividade inicialmente determinada. O grau de recuperação obtido depois da passagem 
pela coluna de DEAE-Sephacel foi de 62,29% e o factor de purificação determinado foi 
0,5. Estes valores são melhores comparativamente aos obtidos durante o mesmo processo 
de purificação da B125. 
 
As fracções com valores de actividade total mais elevados foram misturadas da seguinte 
forma: fracções 11 e 12, deram origem à fracção A, fracções 13 e 14 deram origem à 
fracção B e finalmente as fracções 15 e 16 à fracção C. Estas três novas fracções foram 
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então submetidas a uma separação por electroforese SDS-PAGE, estando os resultados 
obtidos ilustrados figura 3.7. 
 





















Figura 3.7 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções 
obtidas durante a cromatografia em matriz DEAE-Sephacel do 
extracto EB B172. O gel A foi corado para proteínas, segundo o 
método do nitrato de prata e o gel B foi corado para actividade como 
IPO, através do método da o-dianisidina. 
 
 
Observa-se que em todas as pistas, dos dois géis, as fracções apresentam características 
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 Esponja B206 
 
A esponja B206 foi submetida ao processo de purificação inicial, tendo também sido 
utilizada para tal a coluna de troca aniónica DEAE-Sephacel. O cromatograma obtido para 




Figura 3.8 – Cromatograma obtido na separação de 8,50 mL de 
extracto bruto B206, em coluna de permuta iónica DEAE-
Sephacel, usando como gradiente NaCl (0 → 2 M) em tampão 0,2 




O perfil cromatográfico obtido para este espécimen não é muito diferente dos anteriores, 
contudo as bandas encontram-se mais sobrepostas, o que demonstra a dificuldade na 
separação. As diferentes fracções recolhidas foram submetidas à caracterização em gel de 
poliacrilamida e os resultados obtidos, após a coloração com nitrado de prata e o-
dianisidina, estão expressos na figura 3.9. 
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Gel A Gel B 
  
  









































































Figura 3.9 – PAGE-SDS a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 22) obtidas durante a 
cromatografia em matriz DEAE-Sephacel do extracto EB B206. Os géis A, B e C foram corados 
para proteínas, segundo o método do nitrato de prata, e os géis D, E e F foram corados para 
actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. 
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As quantificações enzimáticas e proteína encontram-se expressa na tabela 3.8. 
 
Tabela 3.8 – Características das fracções separadas em matriz DEAE-Sephacel, para o 
extracto enzimático da esponja E. discophorus B206. 











EB B206 8,50 197,89 23,28 114,67 1,73 
1 21,06 0,00 0,00 1,13 0,00 
2 10,73 3,89 0,36 1,15 3,39 
3 11,38 3,28 0,29 1,40 2,34 
4 10,98 3,61 0,33 1,18 3,05 
5 10,78 0,37 0,03 0,91 0,40 
6 10,22 0,33 0,03 0,85 0,39 
7 10,27 8,12 0,79 0,95 8,59 
8 11,52 25,40 2,21 1,97 12,86 
9 10,41 28,25 2,71 2,48 11,40 
10 10,04 23,22 2,31 2,94 7,90 
11 10,29 21,26 2,07 3,56 5,97 
12 11,03 14,12 1,28 3,89 3,63 
13 12,34 13,64 1,11 3,91 3,49 
14 10,15 17,47 1,72 2,66 6,57 
15 12,45 15,78 1,27 2,67 5,91 
16 11,00 4,58 0,43 2,31 2,02 
17 12,23 4,30 0,35 2,09 2,06 
18 9,44 2,02 0,21 1,34 1,51 
19 11,17 1,65 0,15 1,42 1,16 
20 12,88 1,35 0,10 1,58 0,85 
21 9,47 0,77 0,08 1,07 0,72 
22 10,570 0,72 0,07 1,10 0,65 
 
 
O extracto bruto injectado na coluna de matriz DEAE-Sephacel perdeu 48,82% da sua 
actividade específica e 27,32% da actividade total por volume de extracto, após a sua 
descongelação. 
 
A partir dos resultados obtidos nos testes de actividade enzimática como IPO, é possível 
verificar que este processo apresentou bons resultados a nível de recuperação do enzima 
com actividade IPO, tendo sido atingido um grau de recuperação de 98,16% e um factor de 
purificação de 4,56. 
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 Esponja B329 
 
A esponja marinha B329 recolhida na Reserva Natural da Berlenga, não foi submetida e 
nenhum processo de purificação, uma vez que apresenta os mais baixos valores de 
actividade total e específica. A perda de actividade demonstrada pelas restantes esponjas, 
com actividades enzimáticas mais elevadas, levou a que esta fosse excluída logo à partida, 
pelo menos até que fosse encontrada uma forma de estabilizar ou recuperar a actividade 
após a purificação. 
 
 
 Esponja B351 
 
A esponja E. discophorus B351 foi uma das que apresentou menores valores de actividade 
específica como IPO do extracto bruto e menor concentração de proteínas no extracto 
bruto. 
O resultado da cromatografia em matriz DEAE-Sephacel está ilustrado na figura 3.10. 
 
 
Figura 3.10 – Cromatograma obtido na separação de 6,50 mL de 
extracto bruto B351, em coluna de permuta iónica DEAE-Sephacel, 
usando como gradiente NaCl (0 → 2 M) em tampão 0,2 M Tris-SO4, pH 
8,3, a 4ºC, a um fluxo de 1 mL.min-1. 
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Os resultados obtidos confirmam a baixa concentração proteica determinada anteriormente, 
pelo método de Bradford. O extracto bruto após a eluição na coluna apresenta um perfil 
ligeiramente diferente dos perfis anteriormente observados, a intensidade dos picos é muito 
mais baixa e existem várias bandas sobrepostas e um pico um pouco mais definido que sai 
no final do gradiente salino. 
Os perfis electroforéticos das fracções colhidas estão na figura que se segue. 
 


































1 2 3 4 5 6 7 8 9 
















Figura 3.11 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 17) obtidas durante 
a cromatografia em matriz DEAE-Sephacel do extracto EB B351. Os géis A e B foram 
corados para proteínas, segundo o método do nitrato de prata, e os géis C e D foram 
corados para actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. 
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Da determinação da concentração proteica e da actividade enzimática como IPO, das 
fracções recolhidas na cromatografia anterior, resultam os valores expressos na tabela 3.9. 
 
Tabela 3.9 – Características das fracções separadas em matriz DEAE-Sephacel, para 
o extracto enzimático da esponja E. discophorus B351. 











EB B351 5,00 30,02 6,00 32,07 0,94 
1 30,21 0,19 0,01 0,00 0,00 
2 10,63 0,10 0,01 0,00 0,00 
3 9,60 0,06 0,01 0,00 0,00 
4 11,77 0,04 0,00 0,00 0,40 
5 10,17 0,05 0,00 0,09 0,10 
6 13,50 0,02 0,00 0,45 0,04 
7 9,82 0,33 0,03 0,47 0,43 
8 12,46 3,29 0,26 0,78 1,57 
9 13,00 5,19 0,40 2,09 1,49 
10 10,38 6,79 0,65 3,49 1,32 
11 12,14 9,34 0,77 5,15 1,48 
12 11,69 0,74 0,06 6,33 0,07 
13 10,63 0,20 0,02 10,37 0,02 
14 11,18 0,22 0,02 10,09 0,25 
15 10,30 0,13 0,01 0,10 1,27 
16 12,91 0,18 0,01 0,80 0,22 
17 9,53 0,12 0,01 0,03 3,92 
 
 
O extracto sujeito à cromatografia de permuta aniónica fraca apresentou uma actividade 
total e específica mais baixa do que o mesmo extracto após a extracção sendo o valor 
percentual de 53,76% para a actividade total e 70,68% para a actividade específica como 
IPO. O factor de purificação após a separação cromatográfica foi 0,70, enquanto que o grau 
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 Esponja B358 
 
O perfil cromatográfico obtido durante a separação das proteínas contidas no extracto bruto 
da esponja E. discophorus B358, em matriz DEAE-Sephacel, encontra-se ilustrado na 




Figura 3.12 – Cromatograma obtido na separação de 10,00 mL de 
extracto bruto B358, em coluna de permuta iónica DEAE-
Sephacel, usando como gradiente NaCl (0 → 2 M) em tampão 0,2 
M Tris-SO4, pH 8,3, a 4ºC. 
 
 
Mais uma vez se verifica a eluição de uma banda de fraca intensidade relativa, antes do 
início da permuta iónica e neste caso é possível a observação de quatro bandas sobrepostas 
e pouco definidas, que saem durante o gradiente salino. 
 
As fracções recolhidas durante a cromatografia deste exemplar da espécie E. discophorus 
foram submetidas à caracterização em gel de poliacrilamida e coradas para proteínas e 
actividade enzimática como IPO, estando os resultados expressos na figura 3.13. 
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Figura 3.13 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 19) obtidas durante 
a cromatografia em matriz DEAE-Sephacel do extracto EB B358. Os géis A e B foram 
corados para proteínas, segundo o método do nitrato de prata, e os géis C e D foram 
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A confirmar os resultados visualizados nos SDS-PAGE, estão os valores obtidos para a 
actividade enzimática como IPO e a determinação da quantidade de proteínas totais 
recolhidas de cada fracção, que se encontram na tabela 3.10. 
 
 
Tabela 3.10 – Características das fracções separadas em matriz DEAE-Sephacel, para o 
extracto enzimático da esponja E. discophorus B358. 











EB B358 8,50 187,65 22,08 63,67 2,45 
1 26,59 0,21 0,01 0,14 1,49 
2 11,34 2,13 0,19 0,20 0,00 
3 10,09 1,43 0,14 0,17 0,00 
4 10,05 0,20 0,02 0,13 1,55 
5 10,13 0,02 0,00 0,10 1,15 
6 9,85 0,00 0,00 0,10 0,00 
7 8,80 0,22 0,02 0,13 1,623 
8 9,74 4,42 0,45 0,28 15,58 
9 10,27 5,38 0,52 0,41 13,07 
10 9,69 10,46 1,08 0,56 18,65 
11 11,17 22,13 1,98 0,96 23,03 
12 10,25 38,25 3,73 1,15 33,25 
13 9,76 51,77 5,30 1,59 32,54 
14 10,49 15,85 1,51 1,90 8,33 
15 9,82 4,79 0,49 1,57 3,05 
16 11,40 2,16 0,19 1,75 1,23 
17 12,80 1,18 0,09 1,61 0,73 
18 11,00 0,29 0,03 0,86 0,34 
19 6,76 0,15 0,02 0,36 0,41 
 
 
Este quadro permite verificar que o extracto bruto apresentou 89,25% da actividade total e 
78,53% da actividade específica relativamente ao mesmo extracto aquando da extracção. O 
grau de recuperação deste enzima foi 85,82% e o factor de purificação igual a 11,51, sendo 
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 Esponja B397 
 
A esponja B397 foi a última E. discophorus, recolhida na Reserva Natural da Berlenga, a 
ser submetida a uma separação em matriz DEAE-Sephacel. Os resultados desta etapa de 




Figura 3.14 – Cromatograma obtido na separação de 8,00 mL de 
extracto bruto B397, em coluna de permuta iónica DEAE-Sephacel, 
usando como gradiente NaCl (0 → 2 M) em tampão 0,2 M Tris-SO4, 
pH 8,3, a 4ºC, a um fluxo de 1 mL.min-1. 
 
 
O perfil obtido durante a cromatografia de permuta iónica não é muito distinto dos restantes 
especímenes pertencentes à mesma espécie que a esponja B397. Contudo, não se observou 
a saída da banda inicial, que ocorre nos anteriores cromatogramas, todavia, estão presentes 
duas bandas sobrepostas que saem durante o gradiente de cloreto de sódio. 
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Após a recolha das fracções provenientes da cromatografia de permuta aniónica fraca estas 
foram submetidas a uma electroforese SDS-PAGE, tendo sido os géis corados e os 
resultados apresentados na figura que se segue. 
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Figura 3.15 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 18) obtidas durante 
a cromatografia em matriz DEAE-Sephacel do extracto EB B397. Os géis A e B foram 
corados para proteínas, segundo o método do nitrato de prata, e os géis C e D foram 
corados para actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. 
 
 242
                                                                                    Apresentação e discussão de resultados 
Os resultados obtidos para a caracterização a nível da actividade enzimática como IPO e de 
proteínas totais encontram-se na tabela 3.11. 
 
Tabela 3.11 – Características das fracções separadas em matriz DEAE-Sephacel, para o 
extracto enzimático da esponja E. discophorus B397. 











EB B397 8,00 209,78 26,22 143,20 1,47 
1 10,03 0,00 0,00 0,00 0,00 
2 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
3 10,89 0,05 0,00 1,33 0,04 
4 9,33 0,09 0,01 1,58 0,05 
5 11,70 0,14 0,01 2,63 0,05 
6 8,10 0,00 0,00 0,59 0,00 
7 9,99 0,00 0,00 0,50 0,00 
8 10,05 0,00 0,00 0,70 0,00 
9 10,19 0,00 0,00 0,92 0,00 
10 9,76 0,00 0,00 2,54 0,00 
11 7,31 0,02 0,00 0,44 0,00 
12 10,34 2,49 0,24 4,87 0,51 
13 9,97 92,63 9,29 12,96 7,15 
14 10,66 70,68 6,63 16,89 4,18 
15 9,05 7,12 0,79 13,81 0,52 
16 8,97 2,55 0,28 14,76 0,17 
17 10,67 1,00 0,09 13,21 0,08 
18 10,22 0,28 0,03 10,74 0,03 
19 9,92 0,21 0,02 6,34 0,03 
20 12,16 0,00 0,00 0,00 0,00 
21 9,78 0,00 0,00 0,00 0,00 
 
 
É possível verificar que o extracto bruto injectado perdeu 16,64% da actividade total e 
38,76% da actividade específica como IPO, em relação aos valores que apresentou logo 
após a extracção enzimática a que foi submetido inicialmente. O factor de purificação 
obtido nesta fase foi de 1,15 e o grau de recuperação da actividade enzimática foi de 
84,40%, valores que se podem considerar como bons, mediante a perda de actividade do 
extracto bruto após descongelação em banho de gelo. 
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 Esponja F005 
 
A esponja F005 foi a primeira e única esponja recolhida fora de Portugal, tendo sido 
também o único exemplar a ser manuseado pouco tempo após a sua captura e congelação. 
O extracto bruto desta esponja foi submetido aos mesmos processos de caracterização e 
separação utilizados nas esponjas colhidas em Portugal. Os resultados obtidos durante a 




Figura 3.16 – Cromatograma obtido na separação de 6,50 mL de extracto bruto 
F005, em coluna de permuta iónica DEAE-Sephacel, usando como gradiente 
NaCl (0 → 2 M) em tampão 0,2 M Tris-SO4, pH 8,3, a 4ºC., a um fluxo de 1 
mL.min-1. 
 
O perfil apresentado após a cromatografia em matriz DEAE-Sephacel não difere dos 
anteriormente obtidos, logo as características ao nível do tipo de proteínas desta esponja são 
iguais, embora a esponja tenha sido colhida num local diferente. 
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As proteínas das fracções colhidas, após a técnica de separação cromatográfica 
anteriormente mencionada, encontram-se ilustradas nos géis da figura que se segue. 
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Figura 3.17 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 15) obtidas durante 
a cromatografia em matriz DEAE-Sephacel do extracto EB F005. Os géis A e B foram 
corados para proteínas, segundo o método do nitrato de prata, e os géis C e D foram 
corados para actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. 
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A grande diferença encontrada após a coloração dos géis de poliacrilamida foi a intensidade 
das bandas da proteína com actividade enzimática como IPO. No entanto, a nível das 
proteínas genéricas não existem grandes diferenças. 
 
Os resultados da determinação da actividade enzimática e proteica encontram-se descritos 
na tabela que se segue. 
 
Tabela 3.12 – Características das fracções separadas em matriz DEAE-Sephacel, para o 
extracto enzimático da esponja E. discophorus F005. 











EB F005 8,00 295,97 37,00 199,44 1,48 
1 41,40 0,13 0,00 0,00 0,00 
2 13,89 0,00 0,00 4,53 0,00 
3 15,90 0,00 0,00 10,37 0,00 
4 10,19 0,00 0,00 11,46 0,00 
5 9,39 0,00 0,00 18,68 0,00 
6 9,83 21,22 2,16 35,74 0,59 
7 11,26 59,90 5,32 59,85 1,00 
8 9,82 62,84 6,40 31,22 2,01 
9 10,39 88,92 8,56 34,39 2,59 
10 12,42 53,24 4,29 3,67 14,53 
11 10,08 7,36 0,73 3,29 2,24 
12 10,08 0,64 0,06 0,00 0,00 
13 10,35 0,21 0,02 0,00 0,00 
14 10,14 0,17 0,02 0,00 0,00 
15 10,08 0,06 0,01 0,00 0,00 
 
 
Observaram-se perdas na actividade total por mililitro de extracto e na actividade específica 
como IPO, muito maiores aos esperados para esta esponja, tendo sido os valores 72,14% de 
perda para a actividade por volume e de 63,81% para a actividade específica, contrastando 
com as perdas das actividades IPO das esponjas congeladas durante mais de quatro anos. 
Os resultados determinados permitiram calcular, após a cromatografia, o grau de 
recuperação, que foi de 99,66%, o melhor, obtido durante todo o procedimento 
experimental e o factor de purificação de 0,93. 
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3.2.5.2   Cromatografia de permuta iónica forte 
 
A primeira etapa de separação das macromoléculas do extracto bruto na coluna com matriz 
DEAE-Sephacel precedeu a utilização de uma matriz também de permuta aniónica, mas de 
carácter forte. Deste modo, as fracções com maior actividade enzimática recolhidas após a 
cromatografia de permuta aniónica fraca, foram submetidas a um novo passo 
cromatográfico, a passagem pela matriz Mono-Q. A cromatografia de permuta aniónica 
forte, em matriz Mono-Q foi utilizada apenas para o espécimen B125. 
 
 Esponja B125 
 
As fracções obtidas a partir da E. discophorus B125 e após a passagem pela matriz DEAE-
Sephacel, com maior actividade enzimática total como IPO, foram introduzidas na matriz 
Mono-Q, nas condições experimentais descritas no capítulo dos procedimentos 
experimentais. 
O perfil cromatográfico obtido a partir da injecção directa do extracto proveniente da 
DEAE-Sephacel encontra-se na figura 3.18. 
 
 
Figura 3.18 – Cromatograma obtido na separação de 2,00 mL de 
fracção, proveniente da DEAE da esponja E. discophorus B125, em 
coluna de permuta iónica Mono-Q, usando como gradiente NaCl (0 
→ 2 M) em tampão 0,2 M Tris-SO4, pH 8,3, a 4ºC. 
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É possível observar a saída de duas fracções, uma que sai antes da introdução do sal na 
coluna, ou seja, não fica retida na matriz de troca aniónica, e outra, menos intensa e mais 
difusa que sai no início do gradiente salino, i.e. com um fraco carácter aniónico. 
 
Após esta etapa cromatográfica, as fracções obtidas foram submetidas a testes de actividade 
como iodoperoxidase, estando os resultados expresso na tabela que se segue. 
 
Tabela 3.13 – Características das fracções separadas em Mono-Q, para o extracto 
enzimático da esponja E. discophorus B125 após uma passagem pela DEAE-Sephacel. 











B125 DEAE 2,00 5,00 2,62 3,02 1,66 
1 6,16 0,10 0,02 0,10 1,05 
2 2,47 0,74 0,30 0,84 0,88 
3 9,49 0,09 0,01 0,16 0,55 
4 4,61 2,49 0,54 0,54 4,61 
5 12,22 0,53 0,04 0,33 1,60 
6 9,22 0,07 0,01 0,11 0,66 
7 9,79 0,27 0,03 0,07 3,94 
8 10,09 0,20 0,02 0,05 3,69 
9 7,95 0,50 0,06 0,06 9,01 
 
 
Embora o extracto provindo da coluna DEAE-Sephacel tenha sido imediatamente injectado 
na matriz Mono-Q, sem passo de congelação a -80ºC, (a fracção injectada esteve em banho 
de gelo durante cerca de uma hora após a saída da coluna em matriz DEAE-Sephacel), 
verificou-se uma perda de actividade enzimática como IPO na ordem dos 4,58%. O grau de 
recuperação do enzima foi de 100 % e o factor de purificação aumentou para 2,21. No 
entanto, apesar destes valores terem sido dos melhores obtidos durante a purificação, o que 
se constatou foi a total perda da actividade enzimática após a congelação e descongelação 
dos extractos provenientes desta etapa cromatográfica da matriz Mono-Q. 
 
Nesta etapa foram efectuadas duas cromatografias mas mesmas condições, partindo do 
mesmo extracto semi-purificado proveniente da cromatografia em matriz DEAE do 
extracto do exemplar B125. A primeira cromatografia em matriz Mono-Q foi efectuada, 
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como descrito, à saída da fracção da coluna DEAE, enquanto que a segunda cromatografia 
foi efectuada após congelação do extracto, a -80 ºC, durante 72 horas, seguida de 
descongelação. Nesta segunda cromatografia de permuta aniónica forte, observou-se uma 
perda de actividade enzimática como IPO do extracto inicial na ordem dos 35%, no entanto 
o grau de recuperação e o factor de purificação relativamente à proteína podem ser 
considerados bons. 
Para além do teste de actividade enzimática como IPO e do doseamento de proteínas, as 
fracções com maior actividade enzimática total como IPO foram sujeitas a uma 









































Figura 3.19 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções obtidas durante a 
cromatografia em matriz Mono-Q do extracto B125. Os géis A e B foram corados para 
proteínas, segundo o método do nitrato de prata e para actividade como IPO, através do 
método da o-dianisidina, respectivamente. As pistas designadas por A2, A4, B2 e B4 são 
respeitantes às fracções 2 e 4 recolhidas em duas cromatografias distintas, A e B. A pista 
designada por B125 DEAE é a fracção de partida, proveniente da cromatografia em matriz 
DEAE. 
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Após a coloração para proteínas dos géis obtidos por electroforese SDS-PAGE foi possível 
constatar que as proteínas que se encontram na amostra introduzida na coluna são as 
mesmas que se encontram nas fracções recolhidas após a passagem pela matriz Mono-Q, 
encontrando-se apenas mais diluídas, o que significa que o processo não conduziu a 
qualquer purificação. 
Devido ao facto de se ter verificado uma baixa concentração de proteínas, como é possível 
constatar na tabela e figuras anteriores, optou-se pela realização de várias cromatografias 
DEAE, nas mesmas condições, e pela junção das fracções com maior actividade total 
enzimática, seguida de uma concentração desse extracto semi-purificado resultante e 
posterior injecção na coluna de matriz Mono-Q. Após este processo a fracção, concentrada 
advinda da cromatografia em matriz DEAE-Sephacel, foi injectada na coluna de matriz 





Figura 3.20 – Cromatograma obtido na separação de 2,00 mL de fracção, 
proveniente da DEAE da esponja E. discophorus B125, em coluna de permuta 
iónica Mono-Q, usando como gradiente NaCl (0 → 2 M) em tampão 0,2 M 
Tris-SO4, pH 8,3, a 4ºC, a um fluxo de 1 mL.min-1. 
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Nesta cromatografia é possível observar com maior nitidez as duas bandas proteicas, uma 
inicial eluída antes do início do gradiente salino e uma banda menos intensa saída antes de 
se ter atingido os 50% da concentração do sal utilizado, 2 M NaCl. 
Os resultados da actividade enzimática como IPO obtidos para cada uma das fracções 
recolhidas e para a injectada na coluna Mono-Q encontram-se na tabela 3.14. 
 
 
Tabela 3.14 – Características das fracções separadas em Mono-Q, para o extracto 
enzimático da esponja E. discophorus B125 após uma passagem pela DEAE-Sephacel e 
concentração dos extractos com actividade enzimática como IPO. 











B125 DEAE 4,00 1,33 0,44 4,80 0,28 
1 6,82 0,07 0,01 2,51 0,03 
2 3,64 0,43 0,12 2,80 0,15 
3 3,02 0,00 0,00 0,65 0,00 
4 3,80 0,00 0,00 0,77 0,00 
5 3,52 0,28 0,08 1,12 0,25 
6 3,65 0,20 0,06 1,36 0,15 
7 8,87 0,00 0,00 1,46 0,00 
8 7,03 0,00 0,00 1,29 0,00 
9 8,92 0,00 0,00 1,03 0,00 




Na etapa que antecedeu a purificação por via cromatográfica, a fase da concentração do 
extracto semi-puro resultante da cromatografia de troca aniónica fraca, foi efectuada usando 
um dispositivo Amicon 30 kDa, onde foi introduzida uma mistura das fracções com maior 
actividade total. Verificou-se uma ligeira perda de actividade total (27,30 %) e um ligeiro 
aumento da actividade específica (12,0 %), ou seja foi possível separar efectivamente as 
proteínas de massa molecular mais baixa. 
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Após a passagem da amostra concentrada pela coluna de permuta iónica forte o grau de 
recuperação foi de 73,68 % e o factor de purificação obtido foi 0,21, sendo este um valor 
muito baixo. Contudo a explicação para este facto deve-se ao aumento da quantidade de 
proteína determinada nas fracções, relativamente às proteínas iniciais, o que indica a 
existência de uma provável interferência do sal na determinação proteica, facto este já 
anteriormente constatado, durante o doseamento proteico na presença de uma elevada 
concentração de NaCl. Desta forma os valores das actividades específicas das fracções e o 
factor de purificação não podem ser considerados representativos. 
 
O principal problema e mais determinante, nesta fase de purificação proteica, foi a perda de 
actividade das fracções congeladas e descongeladas, após a passagem pela matriz Mono-Q. 
Assim, por esse facto, esta fase foi suprimida do procedimento de purificação dos 
haloperoxidases das esponjas pertencentes à espécie E. discophorus. 
 
Contudo as fracções foram caracterizadas através da electroforese antes do seu 
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Figura 3.21 – SDS-PAGE a 10 %, segundo Laemmli, das fracções (1 a 10) obtidas após 
cromatografia em matriz Mono-Q do extracto da esponja B125. Os géis A e B foram 
corados para proteínas, segundo o método do nitrato de prata, e os géis C e D foram 
corados para actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. Sendo as pistas 
designadas por B125 DEAE concentrado e B125 DEAE concentrado* a mesma fracção, no 
entanto a primeira foi mantida congelada até ao momento da cromatografia e a segundo 
descongelada 3 horas antes. 
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3.2.5.3   Cromatografia de exclusão molecular 
 
A filtração em gel ou exclusão molecular das proteínas extraídas das esponjas marinhas 
pertencentes à espécie E. discophorus, foi realizada em coluna Sephacryl S300, eluída com 
0,15 M NaCl em tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3. A calibração da coluna foi feita com 
aprotinina (6,5 kDa), citocromo C (12,4 kDa), anidrase carbónica (29 kDa), albumina (66 
kDa), álcool desidrogenase (150 kDa), β-amilase (200 kDa), apoferritina (443 kDa) e 
tiroglobulina (669 kDa). O volume vazio da coluna foi determinado com azul de dextrano 
(2000 kDa). 
Os resultados obtidos para a calibração da coluna em matriz Sephacryl S300 encontram-se 
na tabela 3.15. 
 







mL log( MM / Da) Kav
Aprotinina 6,5 122,13 3,8 0,88 
Citocromo C 12,4 112,88 4,1 0,76 
Anidrase carbónica 29 94,83 4,5 0,53 
Albumina 66 91,38 4,8 0,49 
Álcool desidrogenase  150 76,98 5,2 0,31 
b-Amilase 200 71,98 5,3 0,24 
Apoferritina 443 65,84 5,6 0,17 
Tiroglobulina 669 59,09 5,8 0,08 
Azul Dextrano 2000 52,72 6,3 0,00 
 
 
A partir dos dados obtidos experimentalmente, foi possível construir uma curva de 
calibração, onde Kav se encontra expresso em função do logaritmo da massa molecular, 










=  Equação 3.1 
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Onde Ve representa o volume de eluição do padrão, V0 o volume de exclusão e Vt o volume 
total do sistema. O termo Kav exprime a razão entre o volume de eluição de uma dada 
molécula e o volume total disponível da coluna, variando a razão entre 0 e 1. 
 
A respectiva curva de calibração efectuada na matriz Sephacryl S300 encontra-se ilustrada 
na figura 3.22. Os volume de exclusão e volume total do sistema foram 52,3 e 132,0 mL, 
respectivamente. O fluxo do sistema foi ajustado para 0,5 mL.min-1.  
 
Ressalva-se que, anteriormente a cada cromatografia, a coluna foi equilibrada com 200 mL 
do tampão de eluição, (0,15 M NaCl em tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3,) por forma a 
eliminar todas as pequenas partículas retidas no interior do gel. A coluna de exclusão 
molecular também foi refrigerada a 4 ºC. 
 
 
y  = -0,39x + 2,33












3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0





Figura 3.22 – Curva de calibração da coluna de matriz 
Sephacryl S300, eluída com 0,15 M NaCl em tampão 0,2 
M Tris-SO4 pH 8,3, a 4 ºC, com fluxo de 0,5 mL.min-1. 
A primeira cromatografia de exclusão molecular foi efectuada com uma fracção 
proveniente da coluna de matriz Mono-Q, contudo as restantes foram obtidas a partir de 
fracções vindas de cromatografias de permuta aniónica fraca, em matriz DEAE-Sephacel. 
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 Esponja B125 
 
As fracções, com actividade total mais elevada como iodoperoxidase e que não perderam a 
actividade enzimática como IPO, por não terem sido submetidas ao processo de 
congelação/ descongelação, provenientes de cromatografias em matriz Mono Q, foram 
misturadas e introduzidas, na coluna de exclusão molecular, para posterior separação por 
massa molecular. O perfil cromatográfico da fracção, previamente purificada nas colunas 
DEAE-Sephacel e Mono-Q, encontra-se na figura que se segue. Convém mencionar que o 
cromatograma apresenta alguns picos iniciais e finais, devido à presença de bolhas de ar na 
coluna. Este problema foi resolvido com novo empacotamento da coluna, contudo, devido à 
perda de actividade da mistura de partida, não foi possível repetir o processo de separação 
para esta fracção. 
 
 
Figura 3.23 – Cromatograma obtido na separação de 4,00 mL de fracção, 
proveniente da DEAE e Mono-Q da esponja E. discophorus B125, em coluna de 
exclusão molecular Sephacryl S300, usando 0,15 M NaCl em tampão 0,2 M Tris-
SO4, pH 8,3, a 4ºC. 
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É possível verificar a saída de uma fracção a que corresponde um pico de grande 
intensidade, logo no início da eluição da amostra próximo dos 50 mL e uma fracção a que 
corresponde uma banda eluída aproximadamente aos 125 mL.  
 
Embora não se tenha obtido um cromatograma de qualidade, pois a presença de bolhas de 
ar interferiu em larga escala com o perfil traçado, as fracções recolhidas foram 
caracterizadas, relativamente à quantidade de actividade enzimática como IPO e de 
proteínas. Os resultados encontram-se discriminados na tabela 3.16, onde é possível 
verificar que o grau de recuperação da actividade enzimática introduzida na coluna em 
matriz Sephacryl S300 foi de 74,56% e o factor de purificação desta etapa cromatográfica 
obtido foi igual a 0,6. 
 
 
Tabela 3.16 – Características das fracções separadas em Mono-Q, para o extracto 
enzimático da esponja E. discophorus B125 após uma passagem pela DEAE-Sephacel. 











B125 DEAE 4,00 10,73 2,68 43,47 0,25 
1 40,15 0,00 0,00 0,00 0,00 
2 7,49 2,43 0,32 0,28 0,55 
3 8,93 1,14 0,13 0,19 1,93 
4 9,50 2,23 0,23 0,38 3,84 
5 10,04 0,48 0,05 0,07 0,07 
6 0,58 0,06 0,10 0,10 
7 10,61 0,61 0,06 0,16 0,16 
8 9,42 0,13 0,01 0,06 0,06 
9 10,33 0,00 0,00 0,00 0,00 
10 9,75 0,00 0,00 0,00 0,00 
11 10,63 0,00 0,00 0,00 0,00 
12 9,31 0,09 0,01 0,03 0,03 
13 10,14 0,00 0,00 0,00 0,00 
14 10,92 0,00 0,00 0,00 0,00 
15 9,20 0,07 0,01 0,25 0,25 
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Imediatamente após a determinação da actividade enzimática e da quantificação proteica, as 
fracções foram submetidas a uma electroforese SDS-PAGE, estando os resultados 
ilustrados na figura 3.24. 
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Figura 3.24 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 16) obtidas após 
cromatografia em matriz Sephacryl S300 do extracto semi-purificado B125. Os géis A e B 
foram corados para proteínas, segundo o método do nitrato de prata, e os géis C e D foram 
corados para actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. As pistas 
numeradas correspondem às fracções recolhidas da filtração em gel e P os padrões 
proteicos. 
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Através da observação dos géis de electroforese em poliacrilamida, das fracções 
provenientes da cromatografia de exclusão molecular, é possível mais uma vez constatar 
que a proteína detentora de actividade catalítica como iodoperoxidase apresenta um elevado 
peso molecular. A sua eluição na matriz utilizada, Sephacryl S300, é muito próxima ao 
volume de exclusão anteriormente determinado, através do uso do azul de dextrano, que 
possui massa molecular de 2000 kDa. 
 
Devido à fraca capacidade de separação desempenhada pela matriz Mono-Q e à perda de 
actividade enzimática das fracções provenientes deste tipo de cromatografia, mencionado 
anteriormente, a permuta iónica forte foi excluída do processo de purificação enzimático.  
 
Logo, depois da passagem do extracto bruto pela matriz DEAE-Sephacel, as fracções com 
maior actividade total como IPO, passaram a ser misturadas numa única fracção. 
Seguidamente, essa mistura foi concentrada, usando um Amicon de 30 kDa e centrifugada 
a 5000 g, a 4º C, durante ciclos de três minutos, até à redução para o volume desejado. 
 
O extracto semi-purificado e concentrado foi caracterizado a nível de actividade enzimática 
como IPO, da quantificação de proteínas e foi aplicado numa electroforese SDS- PAGE. 
O resultado da nova separação por peso molecular encontra-se na figura 3.25. 
 
Observa-se a saída de duas fracções proteicas que correspondem a dois picos, o primeiro 
pico, localizado cerca dos 48 mL e uma segunda banda a que corresponde um segundo pico 
tem o seu volume máximo de eluição próximo dos 80 mL, sendo este mais difuso que o 
anterior. A caracterização das fracções colhidas durante este processo de separação proteica 
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Figura 3.25 – Cromatograma obtido na separação de 
4,00 mL de fracção, proveniente da DEAE e Mono-Q da 
esponja E. discophorus B125, em coluna de exclusão 
molecular Sephacryl S300, usando 0,15 M NaCl em 




Tabela 3.17 – Características das fracções separadas em matriz Sephacryl S300, para o 
extracto enzimático da esponja E. discophorus B125 após uma passagem pela DEAE-
Sephacel. 











B125 DEAE 2,00 9,96 4,98 0,07 143,13 
1 52,68 0,08 0,00 2,253 0,04 
2 6,37 0,09 0,01 0,469 0,19 
3 8,69 2,45 0,28 0,566 4,33 
4 6,93 3,87 0,56 0,572 6,76 
5 6,52 0,26 0,04 0,684 0,38 
6 8,01 0,07 0,01 0,991 0,07 
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Durante o doseamento proteico surgiu novamente o problema da determinação quantitativa 
das proteínas contidas na fracção injectada na coluna de matriz Sephacryl-S300. Obteve-se 
um valor de proteínas totais muito baixo relativamente aos determinados nas fracções dela 
provenientes, tendo sido determinado dez vez menos proteínas que na fracção inicial. 
Assim, mais uma vez, não se pode garantir a exactidão dos valores obtidos para as 
actividades específicas, nem das fracções nem da amostra concentrada. 
O problema das amostras muito concentradas surgiu com a determinação da massa total de 
proteínas dos extractos brutos e não foi possível contornar com uma diluição, visto não 
haver linearidade nos resultados obtidos. 
 
Para confirmar os resultados obtidos na caracterização das fracções recolhidas encontram-
se os géis da figura 3.26, onde é possível visualizar a separação por massa das diferentes 
proteínas anteriormente separadas por cromatografia em matriz DEAE-Sephacel, sendo que 
as únicas fracções que apresentam actividade enzimática foram as que se recolheram entre 
os 60 e 75 mL, fracções estas que pertencem ao início da segunda banda detectada a 280 
nm. 
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Figura 3.26 – PAGE-SDS a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 7) obtidas durante a 
cromatografia em matriz Sephacryl S300 do extracto semi-purificado B125. Os géis A e B 
foram corados para proteínas, segundo o método do nitrato de prata, e os géis C e D foram 
corados para actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. 
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Devido aos problemas de perda de actividade das fracções e à fraca separação dos 
componentes da fracção introduzida na matriz Mono-Q, optou-se pela supressão da etapa 
cromatografia que inclui a passagem pela coluna de permuta aniónica forte. Como tal, as 
fracções provenientes da cromatografia de troca aniónica fraca serão directamente 
introduzidas na matriz Sephacryl S300 para posterior separação por massa molecular. 
 
 
 Esponja B206 
 
O segundo extracto de esponja submetido a uma filtração em gel foi o da E. discophorus 
B206. Tal como foi feito na etapa anterior para a esponja B125, as fracções vindas da 
DEAE-Sephacel, com maior actividade total como IPO foram concentradas e submetidas a 
uma cromatografia de exclusão molecular, estando o cromatograma obtido na figura 3.27. 
 
 
Figura 3.27 – Cromatograma obtido na separação de 2 mL de 
fracção, proveniente da DEAE e Mono-Q da esponja E. 
discophorus B206, em coluna de exclusão molecular Sephacryl 
S300, usando 0,15 M NaCl em tampão 0,2 M Tris-SO4, pH 8,3, a 
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As fracções recolhidas, em banho de gelo, após a saída da coluna em matriz Sephacryl 
S300, foram submetidas a electroforese em gel de poliacrilamida e posteriormente coradas 
para a detecção de actividade enzimática com IPO e para as proteínas gerais (figura 3.28). 
 
Para complementar a caracterização e identificação da fracção que contém o enzima com 
actividade enzimática como IPO, efectuados através da electroforese em géis SDS-PAGE, 
foram feitos testes de actividade enzimáticos como IPO e doseamento de proteínas a todas 
as fracções recolhidas. Os resultados obtidos encontram-se expressos na tabela 3.18. 
 
A partir dos resultados obtidos foi possível calcular o grau de recuperação e o factor de 
purificação que foram respectivamente 57,10% e 9,10×10-3. O factor de purificação obtido 
é extremamente baixo, contudo este deve-se, mais uma vez à dificuldade na quantificação 
correcta de proteínas. 
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Figura 3.28 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 8) obtidas durante a 
cromatografia em matriz Sephacryl S300 do extracto semi-purificado B206. Os géis A e B 
foram corados para proteínas, segundo o método do nitrato de prata, e os géis C e D foram 
corados para actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. As pistas Mist 
DEAE e Conc DEAE, são resultantes da mistura das fracções provenientes da DEAE e da 
concentração da mesma fracção. As pistas Mist S300 e Conc S300, são resultantes da 
mistura das fracções com actividade enzimática como IPO provenientes da S300 e da 
concentração dessa mesma fracção. 
 
Tabela 3.18 – Características das fracções separadas em matriz Sephacryl S300, para o 
extracto enzimático da esponja E. discophorus B206 após uma passagem pela Sephacryl 
S300. 











B206 S300 2,00 18,81 9,41 0,10 182,87 
1 45,65 0,49 0,01 1,765 0,28 
2 5,95 0,06 0,01 0,262 0,21 
3 5,23 0,09 0,02 0,272 0,33 
4 9,42 3,75 0,40 0,692 5,41 
5 6,60 5,47 0,83 0,563 9,71 
6 7,69 0,77 0,10 0,968 0,80 
7 7,90 0,12 0,02 1,123 0,11 
8 9,68 0,00 0,00 0,782 0,00 
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No entanto as fracções com maior actividade total foram de novo misturadas e 
concentradas utilizando um concentrador Amicon 30 kDa e a fracção resultante submetida a 
uma nova cromatografia de exclusão molecular, uma vez que as fracções com maior 




O resultado desta segunda cromatografia de exclusão molecular encontra-se ilustrado na 
figura 3. 29. 
 
 
Figura 3.29 – Cromatograma obtido na separação de 2,00 mL de fracção, 
proveniente da filtração em gel em matriz Sephacryl S300 da esponja E. 
discophorus B206, numa nova cromatografia de exclusão molecular 




Os resultados da separação em SDS-PAGE, das diferentes fracções, tanto as iniciais como 
as obtidas após o processo cromatográfico, encontram-se na figura que se segue. 
 
 265







Figura 3.30 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 5) obtidas durante a 
segunda cromatografia em matriz Sephacryl S300 do extracto semi-purificado B206 Os 
géis A e B foram corados para proteínas, segundo o método do nitrato de prata, e para 
actividade como IPO, através do método da o-dianisidina, respectivamente. 
 
 
Nestes géis é possível ver a redução das bandas proteicas que habitualmente surgiam nos 
anteriores passos de purificação, ou seja, a partir desta etapa a haloperoxidase encontra-se 
quasi-pura, contudo com uma actividade muito mais baixa, como é possível verificar 
através da leitura dos resultados expressos na tabela 3.19. 
 
Tabela 3.19 – Características das fracções separadas em matriz Sephacryl S300, para o 
extracto enzimático da esponja E. discophorus B206 após segunda passagem pela 
Sephacryl S300. 











B206 S300 2,00 1,79 0,89 0,10 17,50 
1 63,52 0,59 0,01 3,19 0,18 
2 13,29 0,39 0,03 0,80 0,49 
3 8,65 0,08 0,01 0,59 0,14 
4 7,47 0,06 0,01 0,44 0,13 
5 7,08 0,00 0,00 0,47 0,00 




 1 2 3 4 5 
 266
                                                                                    Apresentação e discussão de resultados 
O grau de recuperação foi de 62,01% e o factor de purificação de 1,1×10-2, tendo este 
último menos significado, visto que a quantidade de proteína determinada no extracto de 
partida é muito inferior ao somatório das fracções obtidas após a filtração em gel.  
 
 
 Esponja B358 
 
O extracto semi-purificado, da esponja B358, proveniente da coluna em matriz DEAE-
Sephacel, foi concentrado, utilizando o mesmo processo efectuado para as anteriores 
misturas de fracções e injectado na coluna de filtração em gel Sephacryl S300, estando o 
perfil cromatográfico delineado na figura 3.31. 
 
O perfil apresentado por este extracto é em tudo semelhante aos anteriormente obtidos, 
obtêm-se duas fracções correspondentes a dois picos, um eluído a 49 mL e o segundo a 80 
mL. As fracções recolhidas foram submetidas às caracterizações habituais, estando os géis 
representados na figura 3.32. 
 
Figura 3.31 – Cromatograma obtido na separação de 4,00 mL 
de fracção, proveniente da DEAE e Mono-Q da esponja E. 
discophorus B358, em coluna de exclusão molecular Sephacryl 
S300, usando 0,15 M NaCl em tampão 0,2 M Tris-SO4, pH 8,3, 
a 4 ºC, a um fluxo de 0,5 mL.min-1. 
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Aqui, e nos géis de poliacrilamida que se seguem, é possível verificar a separação proteica 
por massas moleculares e a existência de bandas sobrepostas e de idêntica intensidade. 
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Figura 3.32 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 10) obtidas durante 
a cromatografia em matriz Sephacryl S300 do extracto semi-purificado B358. Os géis A e 
B foram corados para proteínas, segundo o método do nitrato de prata e os géis C e D 
foram corados para actividade como IPO, através do método da o-dianisidina. As pistas 
Mist DEAE e Conc DEAE i e ii, são as fracções resultantes da mistura de fracções 
provenientes da DEAE e duas concentrações distintas da fracção misturada. 
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Estes resultados foram quantificados através da determinação da concentração de proteínas 
e da actividade enzimática como IPO e os valores obtidos estão esquematizados na tabela 
3.20. 
 
Tabela 3.20 – Características das fracções separadas em matriz Sephacryl S300, para o 
extracto enzimático da esponja E. discophorus B358 após uma passagem pela Sephacryl 
S300. 
 











B358 DEAE 1,50 18,04 12,03 5,53 3,26 
1 54,29 0,00 0,00 1,93 0,00 
2 10,50 0,10 0,01 0,65 0,15 
3 9,43 2,40 0,25 0,63 3,78 
4 7,59 4,11 0,54 0,82 4,98 
5 10,15 0,08 0,01 1,42 0,05 
6 10,86 0,05 0,00 1,04 0,05 
7 9,98 0,03 0,00 0,58 0,05 
8 10,34 0,03 0,00 0,42 0,08 
9 6,84 0,04 0,01 0,28 0,15 
 
 
Apenas foi recuperado 37,92% da actividade enzimática como IPO e o factor de purificação 
foi de 0,27, devido ao facto dos valores dos teores de proteínas injectadas na coluna serem 
inferiores à recolhida. 
 
 
 Esponja F005 
 
A última esponja a ser purificada foi o espécimen proveniente da Ria de Ferrol, em 
Espanha. O perfil cromatográfico resultante da eluição do extracto concentrado na coluna 









Figura 3.33 – Cromatograma obtido na separação de 2 mL de fracção, 
proveniente da DEAE e Mono-Q da esponja E. discophorus F005, em 
coluna de exclusão molecular Sephacryl S300, usando 0,15 M NaCl em 
tampão 0,2 M Tris-SO4, pH 8,3, a 4 ºC, a um fluxo de 0,5 mL.min-1. 
 
 
Embora esta esponja não tenha sido colhida na Reserva Natural da Berlenga, apresenta as 
mesmas características cromatográficas das restantes pertencentes à mesma espécie. 
Verifica-se a saída de dois picos de eluição próxima dos 50 mL e dos 80 mL, 
respectivamente. 
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Figura 3.34 – SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 5) obtidas durante a 
segunda cromatografia em matriz Sephacryl S300 do extracto semi-purificado F005. Os 
géis A e B foram corados para proteínas, segundo o método do nitrato de prata, e para 
actividade como IPO, através do método da o-dianisidina, respectivamente. 
 
 
A separação das moléculas por pesos moleculares é notória neste gel, corado com nitrato de 
prata e as bandas com actividade enzimática como IPO estão muito bem definidas no gel 
corado com o-dianisidina. 
 
Os resultados contidos na tabela que se encontra representada seguidamente quantificam os 
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Tabela 3.21 – Características das fracções separadas em matriz Sephacryl S300, para o 
extracto enzimático da esponja E. discophorus F005 após uma passagem pela Sephacryl 
S300. 











F005 DEAE 2,00 91,59 45,80 3,32 27,59 
1 48,80 0,38 0,01 2,806 0,134 
2 9,72 6,06 0,62 0,727 8,333 
3 8,55 19,57 2,29 0,686 28,535 
4 10,76 0,76 0,07 1,018 0,750 
5 9,68 0,10 0,01 1,441 0,072 
6 10,05 0,08 0,01 1,121 0,069 
7 9,83 0,02 0,00 0,801 0,019 
 
 
O grau de recuperação obtido para esta etapa foi apenas de 29,43% e o factor de purificação 
igual a 0,11, sendo este último resultado pouco significativo tento em conta que se obteve 
mais proteínas no final da cromatografia do que as que foram inicialmente injectadas na 
coluna. 
 
A última fase de purificação consistiu numa nova passagem pela matriz Sephacryl S300, 
onde foi introduzida uma fracção obtida a partir da mistura das fracções provenientes das 
cromatografias em Sephacryl S300 com maior actividade enzimática total. O cromatograma 
está representado na figura 3.35.  
 
As fracções recolhidas e a de partida, foram caracterizadas por electroforese SDS-PAGE e 
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Figura 3.35 – Cromatograma obtido na separação de 4,00 
mL de fracção, em matriz Sephacryl S300, da esponja E. 
discophorus F005, em coluna de exclusão molecular 
Sephacryl S300, usando 0,15 M NaCl em tampão 0,2 M Tris-
SO4, pH 8,3, a 4 ºC, a um fluxo de 0,5 mL.min-1. 
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Figura 3.36 – Electroforese SDS-PAGE a 10%, segundo Laemmli, das fracções (1 a 5) 
obtidas durante a segunda cromatografia em matriz Sephacryl S300 do extracto semi-
purificado F005 (Mist. S300) e concentrado (Conc. S300). Os géis A e B foram corados 
para proteínas, segundo o método do nitrato de prata e para actividade como IPO, através 
do método da o-dianisidina, respectivamente. 
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O perfil cromatográfico da segunda passagem pela matriz Sephacryl S300 mostra que 
existe apenas um pico, bem definido, correspondente a um ou mais compostos nesta última 
fracção e que contém uma partícula ou partículas de elevada/s massa molecular. O 
doseamento proteico e a determinação da actividade enzimática foram determinados e os 
resultados estão descritos na tabela que se segue. 
 
Tabela 3.22 – Características das fracções separadas em matriz Sephacryl S300, para o 
extracto enzimático da esponja E. discophorus F005 após uma passagem pela Sephacryl 
S300. 











F005 S300 2,00 117,19 58,60 1,79 65,36 
1 40,03 0,19 0,00 0,150 1,235 
2 9,88 1,45 0,15 0,378 3,829 
3 10,43 4,79 0,46 0,540 8,875 
4 6,46 0,28 0,04 0,783 0,356 
5 9,98 0,15 0,02 0,452 0,340 
 
 
Nesta fase final o grau de recuperação foi de 58,53% e o factor de purificação na ordem dos 
0,5, no entanto a determinação proteica continua comprometida, tendo sido determinado 
mais proteínas recolhidas do que as injectadas na coluna. 
 
Os resultados gerais obtidos nesta etapa de purificação enzimática revelam que esta 
proteína com actividade como IPO é muito instável. Todas estas purificações são 
demasiado morosas para serem compatíveis com a instabilidade do enzima. 
 
Face a estes resultados foi tomada a opção de caracterizar este extracto, não totalmente 
puro, afim de tentar obter mais informações sobre o sistema, que nos permitisse lidar, de 
modo mais eficaz, com a sua complexidade.  
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3.2.6 Espectro Ultravioleta-visível do haloperoxidase extraído da E. 
discophorus 
 
O passo que se seguiu à purificação do extracto enzimático obtido a partir de esponjas 
marinhas da espécie Erylus discophorus, foi a caracterização, através da visualização do 
espectro UV-vis, da fracção contendo o haloperoxidase. A espectrofotometria é uma etapa 
complementar às efectuadas anteriormente, nomeadamente resultados cromatográficos de 
permuta iónica, doseamento de proteínas, pois pode discriminar proteínas contendo 
conteúdos diferentes de aminoácidos (especialmente tirosina e triptofano), bem como 
indicar a presença de outros compostos como flavonóides e outros compostos fenólicos. A 
presença de bandas de Soret pode dar-nos indicações sobre a eventual presença de centros 
hémicos.  
O espectro ultravioleta-visível obtido para a fracção mais pura conseguida, a partir da 
esponja F005 após passagens pelas matrizes DEAE-Sephacel e Sephacryl S300, encontra-


















Figura 3.37 – Espectro ultravioleta-visível da fracção enzimática 
contendo haloperoxidase extraído da esponja marinha pertencente à 
esponja F005 da espécie E. discophorus. 
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Através da observação do espectro UV-Vis é possível constatar a existência de uma banda, 
muito pouco intensa e mal definida, a 410 nm, que poderá ser atribuída a uma banda de 
Soret. Contudo, dada, a sua fraca intensidade e a não discriminação das bandas Q (ou α e β) 
na zona dos 550 nm não é possível concluir se este enzima é hémico ou não e também não 
nos permite tirar mais conclusões sobre outros componentes presentes.  
 
 
3.2.7 Variação da actividade enzimática como IPO com a variação de 
pH 
 
Além do espectro na zona do ultravioleta-visível foi possível a determinação do pH óptimo, 
para esta fracção enzimática “pura” conseguida após extracção e purificação via 
cromatografia de permuta iónica fraca e duas passagem consecutivas pela matriz Sephacryl 

































Figura 3.38 – Efeito da variação do pH do meio reaccional onde foram 
executados os testes de actividade enzimática como IPO, utilizando o extracto 
enzimático semi-purificado da esponja marinha F005 E. discophorus. 
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É possível verificar, a partir dos dados contidos na figura anterior, que o tampão e pH 
óptimos para a determinação da actividade enzimática como IPO, para este haloperoxidase, 
é o tampão 0,1 M acetato pH 5,0 e não o tampão 0,17 M citrato-fosfato pH 6,2, sendo este 
último o meio onde foram determinados todos valores da actividade enzimática como IPO 
apresentados neste trabalho. 
 
 
3.2.8  Estabilidade térmica 
 
O último passo de caracterização a que o enzima purificado foi submetido, foi a 
determinação da sua estabilidade térmica, utilizando como meio para a determinação da 
actividade enzimática como iodoperoxidase o que apresentou melhor resultado a nível do 
pH,  que foi a solução tampão 0,1 M acetato pH 5,0. 






























Figura 3.39 – Efeito do aumento da temperatura na variação da actividade 
enzimática como IPO no extracto purificado a partir da esponja pertencente à 
espécie E. discophorus, em tampão 0,1 M acetato pH 5,0, utilizando o extracto 
enzimático semi-purificado da esponja marinha F005 E. discophorus. 
 277
                                                                                    Apresentação e discussão de resultados 
 
Esta experiência permitiu concluir que este enzima apresenta uma grande instabilidade 
térmica, a actividade enzimática como IPO é mantida entre os 4 e os 25ºC, havendo um 
decréscimo abrupto, da sua actividade a partir dos 25ºC. 
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3.3  Haloperoxidase de vanádio da alga marinha 
Laminaria saccharina 
 
3.3.1  Identificação alga marinha 
 
A alga castanha Laminaria saccharina apresenta actividade enzimática como 
bromoperoxidase. No centro activo possui vanádio no estado de oxidação +5, V(V). Uma 
das características deste enzima é ser muito estável a nível da temperatura e período de 
armazenamento [Almeida et al. 2001]. 
Todas as algas L. saccharina foram congeladas a -20ºC após a sua recolha e mantidas 
congeladas até o momento da extracção enzimática. 
 
3.3.2  Extracção de bromoperoxidase de vanádio (V-BrPO) 
 
A extracção do bromoperoxidase de vanádio (V-BrPO) da alga castanha foi efectuada 
conforme descrito no capítulo dos procedimentos experimentais. Ao contrário do que 
sucedeu na extracção do enzima das esponjas marinhas, onde não se conhecia as 
características do haloperoxidase, o protocolo de extracção do V-BrPO da L. saccharina já 
se encontra bem estabelecido [Almeida et al. 2001]. Os resultados experimentais obtidos 
para a extracção e purificação do enzima encontram-se seguidamente descritos. 
 
Tabela 3.23 – Condições de extracção utilizadas para a 
produção de extracto bruto da L. saccharina. 
Medições  
m (L. saccharina) 1138,71 ± 0,01 g 
V (H2O) 1582 ± 1 mL 
m (PEG) 237,36 ± 0,01 g 
V (extracto de alga) 1490 ± 1 mL 
m((NH4)2SO4 89,43 ± 0,01 g 
V (H2O) 150 ± 1 mL 
V (acetona) 4470 ± 1 mL 
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3.3.3 Determinação quantitativa de actividade enzimática como 
Haloperoxidase (IPO, BrPO, ClPO) e Peroxidase (PO) 
 
Após o processo de extracção foram efectuados estudos preliminares com o extracto bruto 
da alga marinha L. saccharina, que consistiu na determinação das actividades enzimáticas 
totais como iodoperoxidase (IPO), bromoperoxidase (BrPO), cloroperoxidase (ClPO), 
peroxidase (PO) e quantificação proteica, para o cálculo das actividades enzimáticas 
específicas. A concentração de proteína total determinada, pelo método de Bradford, foi 
11,07 mg.mL-1. 
Os resultados obtidos encontram-se descritos na tabela que se segue. 
 
 
Tabela 3.24 – Actividades enzimáticas para o extracto bruto da alga L. saccharina. 
 
 Actividade enzimática do 
extracto bruto da alga 
L. saccharina 
IPO BrPO ClPO PO 
Total / U 17600,10 4069,80 0,00 5236,00 
Total por volume / U.mL-1 14,79 3,42 0,00 4,40 




3.3.4 Caracterização do extracto bruto por via electroforética SDS-
PAGE 
 
A caracterização do extracto bruto enzimático consistiu também na realização de géis de 
electroforese SDS-PAGE nativos, um corado para proteína (coloração com AgNO3) e outro 
para a detecção de actividade de IPO (coloração com o-dianisidina). Os géis de 
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Figura 3.40 – SDS-PAGE a 12,5 %, segundo Laemmli, do extracto bruto enzimático 
extraído da alga castanha L. saccharina. Gel A corado para proteínas, segundo o método do 




Após a caracterização do extracto enzimático bruto (EB) e antes do início da purificação 
deste, procedeu-se à realização de duas diálise consecutivas, a primeira em solução 240 µM 
V(V) em 0,05 M tampão Tris-Cl pH 9,00 durante 24 h, a 4 ºC e a segunda em solução 
tampão sem a presença do ião vanadato, por mais 24 h, a 4 ºC. Esta técnica teve como 
finalidade reactivar o extracto enzimático, por introdução do vanádio no centro activo e 
remover o excesso de V(V) após a 1ª diálise. Realizou-se novamente o teste de actividade 
como iodoperoxidase e verificou-se um aumento de actividade no EB para 30,51 U.mL-1. 
 
 
3.3.5  Purificação do enzima haloperoxidase de vanádio 
 
3.3.5.1 Cromatografia de interacção hidrofóbica 
 
Depois da reactivação do extracto enzimático, este foi submetido à cromatografia de 
interacção hidrofóbica em matriz Phenyl-Sepharose. Contudo, antes da injecção do extracto 
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bruto na coluna cromatográfica, este foi misturado com sulfato de amónio até perfazer uma 
concentração total de 1,33 M (NH4)2SO4.  
 
A coluna com matriz Phenyl-Sepharose foi equilibrada com solução 1,33 M (NH4)2SO4 em 
tampão 0,05 M Tris-Cl pH 9,00, tendo sido a eluição feita através de um gradiente linear 
decrescente (100 → 0 %) de 1,33 M (NH4)2SO4 em tampão 0,05 M  Tris-Cl pH 9,00, com 
um fluxo de 1 mL.min-1. A recolha de fracções foi efectuada em alíquotas de 10 mL. Foram 
efectuadas várias cromatografias nas mesmas condições. Seguidamente, apresenta-se o 
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Figura 3.41 – Cromatograma obtido na separação de 10 mL de extracto bruto da 
alga L. saccharina, em coluna de interacção hidrofóbica Phenyl-Sepharose, usando 
como gradiente (NH4)2SO4 (1,33 → 0 M) em tampão 0,05 M Tris-Cl pH 9,0, a um 
fluxo de 1 mL.min-1 e em simultâneo os resultados das actividades enzimáticas 
específicas e doseamento de proteínas de cada fracção recolhida. 
 
 284
                                                                                    Apresentação e discussão de resultados 
De seguida, procedeu-se à caracterização de todas as fracções cromatográficas através de 
testes de actividade como IPO, BrPO e PO, doseamento proteico e electroforese SDS-
PAGE. Relativamente aos testes como ClPO e PO nenhuma fracção apresentou actividade 
enzimática e no teste de actividade enzimática como BrPO,  as actividades foram baixas, 
caindo no limite do erro experimental e por isso optou-se apenas pelo doseamento como 
IPO, por forma a ser mais discriminativo. 
Os resultados obtidos, para as actividades enzimáticas como IPO, encontram-se 
quantificados na tabela seguinte:  
 
 
Tabela 3.25 – Doseamento proteico e actividades enzimáticas e 













1 0,22 1,140 0,007 
2 0,00 1,069 0,000 
3 0,00 1,354 0,000 
4 0,00 0,855 0,000 
5 0,00 0,000 0,000 
6 0,00 0,000 0,000 
7 0,02 1,140 0,002 
8 0,00 1,211 0,000 
9 0,06 0,855 0,004 
10 0,00 1,140 0,000 
11 0,10 1,211 0,013 
12 0,09 0,997 0,009 
13 0,33 1,282 0,043 
14 1,14 1,425 0,162 
15 7,90 1,282 1,045 
16 51,17 1,995 9,873 
17 13,82 1,069 1,470 
18 3,06 0,855 0,263 
19 0,92 1,211 0,230 
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Efectuados os cálculos para a determinação da actividade enzimática das fracções eluídas 
em matriz Phenyl-Sepharose verificou-se que o grau de recuperação do enzima variou entre 
39 e 57 %. 
 
Os géis obtidos por SDS-PAGE, após coloração pelo método de nitrato de prata e as 
respectivas identificações das fracções introduzidas nas pistas encontram-se na figura 3.42. 
 
 
Gel A    Gel B    Gel C 
 
 P         17  18   19 P           1      2    3    4      5      6      7   8     P            9   10   11  12  13  14  15 16 
         
 
 
Figura 3.42 – Géis de electroforese corados para proteína com nitrato de prata. Padrões 
colocados na pista designada por P e as restantes numerações correspondem às diferentes 
fracções provenientes da cromatografia em matriz Phenyl Sepharose. 
 
Os géis de electroforese em poliacrilamida, corados para a detecção de actividade 
enzimática, pelo método de o-dianisidina, encontram-se ilustrados na figura 3.43. 
 
Gel A    Gel B    Gel C 
 
    
       
   1     2    3    4    5    6    7    8        17  18   19      9  10  11  12  13  14  15  16 
 
Figura 3.43 – Géis de electroforese corados para actividade enzimática como IPO (o-
dianisidina) das várias fracções obtidas. 
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Após a análise dos resultados obtidos através das caracterizações, optou-se por combinar 
todas as fracções com actividade enzimática IPO superiores a 2 U. Seguiu-se a diálise da 
mistura em solução tampão 0,05 M Tris-Cl pH 9,0, com a finalidade de remover o excesso 
de sulfato de amónio. Seguidamente, o extracto enzimático dialisado foi submetido a uma 
concentração, em membranas Amincon 10 kDa. Os resultados experimentais obtidos 
encontram-se resumidos na tabela que se segue. 
 
Tabela 3.26 – Doseamento proteico e actividades enzimáticas e especificas para o EB Ls, 
mistura após cromatografias, mistura dialisada e extracto purificado concentrado. 
Extracto Enzimático 
Actividade enzimática IPO 








Bruto (EB) 14,79 11,07 1,33 
Após cromatografia 0,87 0,32 2,74 
Após diálise 0,85 0,34 2,52 
Purificado (EP) 2,72 0,04 70,09 
 
 
A etapa de clarificação e concentração do extracto obtido após a mistura das fracções 
resultantes da cromatografia de interacção hidrofóbica foi muito bem sucedida, uma vez 
que o grau de recuperação final do enzima foi de 96, 44 % e o factor de purificação igual a 
25,6. 
 
Conhece-se a massa molecular do enzima bromoperoxidase de vanádio (V-BrPO) da alga 
castanha L. saccharina, (120 kDa) [Almeida et al. 2001]. A partir deste valor foi possível 
determinar a concentração do extracto purificado (EP) que foi de 0,324 µM. 
O extracto enzimático purificado, contendo o V-BrPO, extraído da L. saccharina foi 
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3.4   Reacções de halogenação enzimática 
 
3.4.1  Reacções com L-tirosina 
 
A monitorização de reacções pode ser feita, de uma forma muito conveniente, através da 
determinação de alterações de propriedades espectrais das moléculas do reagente e do 
produto da reacção.  
Obviamente que têm de ser efectuados ensaios prévios para determinar i) se reagentes e 
produtos apresentam diferenças espectrais significativas; ii) qual a zona do espectro em que 
se conseguem maximizar estas alterações. 
 
Foram efectuados vários ensaios onde se seguiu, através do traçado de espectros, na zona 
ultravioleta-visível, a reacção entre a L-tirosina, o iodeto de potássio, o peróxido de 
hidrogénio tendo como catalisador o bromoperoxidase de vanádio extraído da L. 
saccharina. As concentrações utilizadas para a reacção, designada por reacção padrão, 
foram 0,324 mM em KI, 0,324 mM em L-tirosina, 1,02 mM em H2O2 e 10,8 nM do enzima 
V-BrPO em tampão 0,05 M Tris-Cl pH 9,0, num volume total de 3,0 mL de solução 
tampão 0,1 M MES-Na pH 5,55. As concentrações inicialmente seleccionadas foram 
escolhidas com base em trabalhos anteriores [Sun e Dunford 1992], onde se garante 
prevalência das reacções enzimática sobre as não enzimáticas, neste tipo de reacções. 
 
Os resultados obtidos encontram-se ilustrados nas figuras 3.44 e 3.45. Na primeira imagem 
desta secção, figura 3.44, a reacção padrão tem como referência, ou branco, a solução 
tampão da mistura reaccional, 0,1 M MES-Na pH 5,55, enquanto que na segunda o branco 
é em tudo idêntico à mistura reaccional com excepção da ausência do extracto enzimático, 
que foi substituído pela solução tampão 0,05 M Tris-Cl pH 9,0.  
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Figura 3.44 – Espectros ultravioleta-visível da mistura reaccional, seguida durante 10 
minutos, a 25 ºC. A mistura contém 0,324 mM KI, 0,324 mM L-Tyr, 1,02 mM H2O2 
e 10,8 nM V-BrPO da alga L. saccharina, em tampão 0,1 M MES-Na pH 5,55, num 
volume total de 3 mL, contra um branco apenas composto por tampão 0,1 M MES-Na 
pH 5,55, num volume total de 3 mL. 
 
 
Através da observação das figuras é possível verificar que a reacção estudada conduz à 
formação de um produto, com máximo de absorção a 290 nm, com propriedades espectrais 
diferentes da tirosina, que absorve a 280 nm. 
 
3.4.1.1 Requisitos para iodação enzimática de L-tirosina 
 
Foram efectuados testes de controlo sem enzima, sem peróxido de hidrogénio, sem iodeto 
de potássio e sem L-tirosina, nas mesmas condições da mistura reaccional padrão, com o 
objectivo de identificar quais os substratos da reacção enzimática e se a reacção é 
desencadeada por via enzimática ou apenas na presença simultânea dos substratos peróxido 






















Figura 3.45 – Espectros ultravioleta-visível da mistura reaccional seguida 
durante 10 minutos, a 25 ºC. A mistura contem 0,324 mM KI, 0,324 mM L-
Tyr, 1,02 mM H2O2 e 10,8 nM V-BrPO da alga L. saccharina, em tampão 
0,1 M MES-Na pH 5,55, num volume total de 3 mL, contra um branco 
contendo 0,324 mM KI, 0,324 mM L-Tyr, 1,02 mM H2O2 em tampão 
tampão 0,1 M MES-Na pH 5,55 e 1,67 mM Tris-Cl pH 9,0 (tampão do 
extracto enzimático), num volume total de 3 mL. 
 
Os diferentes componentes seleccionados para as diferentes reacções, bem como as 
absorvâncias registadas a 290, 350 e 460 nm, encontram-se na tabela 3.27. 
 
Foi possível concluir que o sistema requer a presença do enzima halogenante V-BrPO, 
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Tabela 3.27 – Valores de absorvância determinados a partir de reacções onde se 
fez a variação de componentes da reacção enzimática entre L-tirosina, iodeto de 
potássio e peróxido de hidrogénio, na presença de V-BrPO. 
Condições de incubação Abs 290 nm Abs 350 nm Abs 460 nm
Reacção padrão* 0,192 0,025 0,014 
Ausência de V-BrPO 0,008 0,002 0,001 
Ausência de H2O2 0,003 0,001 0,000 
Ausência de L-Tyr 0,085 0,045 0,010 
Ausência de KI 0,000 0,000 0,000 
 
* A reacção padrão é constituída por 0,324 mM de L-tirosina, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 
nM de extracto enzimático V-BrPO, em 3,0 mL de solução tampão 0,1 M MES-Na pH 5,55 e o 
espectro foi traçado contra uma solução 0,324 mM de L-tirosina, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 
tampão do extracto enzimático 1,67 mM Tris-Cl pH 9,0, em 3,0 mL de solução tampão 0,1 M MES-
Na pH 5,55. 
 
 
3.4.1.2  Variação de pH 
 
O estudo da influência do pH na velocidade de formação dos intermediários (medida 
através da absorvância máxima a 290 nm) foi efectuado de acordo com o descrito no 
procedimento experimental. Os resultados obtidos estão representados graficamente na 
figura 3.46. Convém mencionar que foi efectuado um controlo da variação do pH da 
mistura reaccional tendo-se verificado que entre a fase inicial e a final de cada reacção 
existe uma variação negligenciável de 0,02 unidades de pH. 
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Figura 3.46 – Efeito da variação de pH na absorvância a 290 nm, isto é, na velocidade 
inicial de formação de intermediário. Condições das diferentes misturas reaccionais: 0,324 
mM L-tirosina, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM de extracto enzimático V-BrPO, 
em 3,0 mL em tampão 0,1 M MES-Na pH 5,40; 5,50; 5,55; 5,70; 6,00; 6,30 e 6,60, tendo 
sido o espectro foi traçado contra uma solução 0,324 mM de L-tirosina, 0,324 mM KI, 1,02 
mM H2O2, e 1,67 mM Tris-Cl pH 9,0, em 3,0 mL de solução tampão 0,1 M MES-Na pH 
5,40; 5,50; 5,55; 5,70; 6,00; 6,30 e 6,60. Reacções termostatizadas a 25 ºC. 
 
Os resultados indicados na figura anterior mostram que a velocidade de formação do 
intermediário, na gama de valores estudados, apresenta um máximo no valor de pH 5,70. 
Este valor determinou que os ensaios seguintes fossem todos efectuados a este valor de pH, 
para o substrato fenólico L-tirosina. 
 
 
3.4.1.3  Espectros individuais da tirosina e possíveis produtos da 
reacção 
 
Comparando os espectros das espécies envolvidas na reacção de iodação, verifica-se que, 
quer o aminoácido L-Tyr quer o seu isómero óptico D-Tyr, não apresentam qualquer 
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diferença espectral significativa (como seria de esperar) mas, por outro lado, essa diferença 
é notória em relação aos espectros das espécies monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina 

















Figura 3.47 – Sobreposição de espectros UV-vis das espécies L-Tyr, D-Tyr, MIT e DIT 
com concentrações de 0,324 mM em tampão 0,1 M MES-Na pH 5,70, traçados contra um 
branco 0,1 M MES-Na pH 5,70. 
 
 
A um pH 5,7, o aminoácido tirosina apresenta um máximo de absorção a 275 nm, a 
monoiodotirosina a 285 nm e a diiodotirosina apresenta, por sua vez, dois picos quase 
sobrepostos a 285 e a 295 nm. 
 
 
3.4.1.4  Estudo espectral da reacção de L-tirosina 
 
A iodação de L-tirosina foi seguida entre 390 e 230 nm, durante um período de tempo 
suficientemente longo para que a reacção seja considerada completa, isto é, 40 minutos. Na 
figura que se segue encontra-se representada a evolução dos espectros ao longo da reacção. 
O tempo indicado refere-se ao intervalo de tempo entre o início da reacção e o instante t, 
que varia entre 1 e 31 minutos. 
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Figura 3.48 – Espectros UV-vis da reacção de iodação de L-Tyr nas seguintes condições 
reaccionais: 0,324 mM L-tirosina, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM de extracto 
enzimático V-BrPO, em 3,0 mL em tampão 0,1 M MES-Na pH 5,70, sendo o espectro 
traçado contra uma solução 0,324 mM de L-tirosina, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, tampão 
do extracto enzimático 1,67 mM Tris-Cl pH 9,0, em 3,0 mL de solução tampão 0,1 M 
MES-Na pH 5,70. 
 
 
A figura mostra a reacção de iodação do aminoácido L-Tyr catalisada pelo enzima V-BrPO. 
Ao fim de dois minutos de reacção a absorvância a 275 nm diminui consideravelmente, o 
que pode ser atribuído ao consumo de L-tirosina, verificando-se um aumento notório da 
absorvância a 290 nm, o que de acordo com as figuras anteriores indica que o produto da 
reacção possa ser eventualmente DIT, com a formação de MIT como intermediário, ou uma 
mistura de ambos os produtos (Figura 3.49) [Sun e Dunford 1992]. Para um tempo de 
reacção superior a 40 minutos verifica-se que a banda registada a 290 nm não sofre 
qualquer aumento, o que significa que o produto ou intermediário formado com esse 
máximo de absorção apresenta uma grande estabilidade. 
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Figura 3.49 – Estruturas da tirosina (Tyr), monoiodotirosina 
(MIT) e diiodotirosina (DIT). 
 
 
A reacção enzimática, da haloperoxidase de vanádio da alga L. saccharina, da tirosina, 
peróxido de hidrogénio e iodeto de potássio transforma iodeto inorgânico em iodo orgânico 
(I-  I+) produzindo monoiodotirosina (MIT) e, posteriormente, diiodotirosina (DIT). Em 
ambos os casos, a entrada do iodo deverá ser nas posições orto relativamente ao grupo 
hidroxilo, uma vez que este é um activador e orientador orto-para em reacções de 
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3.4.2   Reacções com L-dopa 
 
Se tivermos mais um grupo hidroxilo no anel benzénico podere-se-à formar um composto 
iodado? Para responder a esta questão, utilizou-se L-dopa. Este composto possui mais um 
grupo hidroxilo na posição orto relativamente ao grupo hidroxilo da L-tirosina, ou seja, 
apresenta dois grupos –OH nas posições 3 e 4 do anel benzénico, como é possível constatar 









Figura 3.50 – Estrutura da 3,4-dihidroxifenilalanina (L-dopa). 
 
 
A reacção foi seguida espectrofotometricamente de forma a verificar qual a variação 
espectral. Surpreendentemente, os espectros UV-Vis resultantes da reacção enzimática de 
L-dopa, peróxido de hidrogénio e iodeto de potássio foram bastante diferentes dos obtidos 
na reacção levada a cabo pela L-tirosina. 
 
Esta reacção enzimática, catalisada pelo haloperoxidase de vanádio extraída da alga 
marinha L. saccharina, entre L-dopa, iodeto de potássio e peróxido de hidrogénio é uma 
reacção completamente diferente da reacção com a L-tirosina. A solução reaccional 
inicialmente é incolor, assim como todos os reagentes de partida, mas muito rapidamente 
muda a sua coloração, apresentando-se, ao fim de aproximadamente 3 minutos, cor-de-rosa 
pálido. Lenta e gradualmente, a coloração desta reacção vai tornando-se mais intensa, 
passando pelo rosa forte e violeta, posteriormente. Após 4 horas é possível visualizar a 
formação de uma substância negra que vai depositando-se no fundo do vaso reaccional e a 














    
 
⎯⎯ →⎯ min3  
 
⎯→⎯ h4  
 
Solução incolor  Solução rosa  Precipitado preto 
 
Figura 3.51 – Variação da coloração da reacção entre L-dopa, iodeto de 
potássio, peróxido de hidrogénio, via V-BrPO da alga L. saccharina. 
 
A variação espectral da reacção entre L-dopa, iodeto de potássio, peróxido de hidrogénio 

































Figura 3.52 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM 
V-BrPO extraída da alga L. saccharina, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. 
Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm. 
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Após o primeiro ciclo de varrimento UV-vis, é possível verificar o aparecimento de dois 
máximos de absorção, um a 305 nm e outro a 505 nm. Estes dois picos podem ser 
atribuídos à formação de dopacromo (305 e 475 nm) e aos aductos do tipo quinona-amina 
















Figura 3.53 – Variação das absorvâncias a 305 e 505 nm em função 
do tempo, da reacção enzimática padrão de L-dopa, iodeto de 
potássio e peróxido de hidrogénio. 
 
 
Nesta reacção a absorvância a 305 nm cresce até atingir o seu máximo aos 40 minutos da 
reacção, sendo o máximo a 505 nm atingido após a primeira hora da reacção. Após este 
período há um decréscimo nos valores da absorvância de ambos os comprimentos de onda, 
no entanto esse decréscimo é mais acentuado a 305 nm. 
 
Após pesquisa detalhada (ver introdução), verificou-se que esta reacção é semelhante à 
reacção da produção de melanina, através da reacção da tirosina ou L-dopa, via um enzima 
designado por tirosinase. O mecanismo de reacção proposto para a reacção de produção de 
dopacromo e melanina encontra-se esquematizado na figura que se segue. 
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5,6-Indoloquinona5,6-indoloquinona carboxilado  
 
Figura 3.54 – Mecanismo de formação de intermediários precursores 
da melanina [Solano et al. 1997, Hernández-Romero et al. 2005]. 
 
 
A grande diferença, a nível espectral, é a deslocação do máximo de absorção esperado para 
a formação do dopacromo de 475 para 505 nm. Este facto sugere um mecanismo diferente, 
uma vez que o mecanismo proposto é para o enzima tirosinase, que possui iões cobre no 
seu centro activo [Solano et al. 1997, Hernández-Romero et al. 2005] e não se encontram 
presentes nem iões iodeto e nem o enzima halogenante, cujo centro activo é constituído 
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pelo ião vanadato [Almeida et al. 2001]. Uma possível via de produção de composto, cujas 



















































 DHI (5,6-dihidroxindolo)   













Figura 3.55 – Proposta de mecanismo de formação de intermediários 
precursores iodados da melanina. 
 
Nesta proposta mecanística alternativa, sugere-se a formação do iodo-dopacromo, como 
produto intermediário com máximos de absorção a 305 e 505 nm, que substitui o 
intermediário dopacromo, com máximos a 305 e 475 nm. 
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3.4.2.1  Requisitos para reacção enzimática de L-dopa 
 
Tal como foi feito para a reacção de L-tirosina, foram realizados ensaios em que variaram 
os componentes da reacção enzimática padrão do L-dopa, que consiste na mistura entre 
0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KBr, 1,02 mM H2O2 e 10,8 nM V-BrPO, em tampão 0,1 M 
acetato de sódio pH 5,4. Foram feitas quatro variações independentes, numa omitiu-se o 
enzima V-BrPO, noutra, o peróxido de hidrogénio, numa outra, o iodeto de potássio e 
finalmente o L-dopa, em relação ao ensaio designado por reacção padrão. Os resultados 














































Reacção entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI 
e 1,02 mM H2O, em tampão 0,1 M acetato de 
sódio pH 5,4. 
Reacção entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI 
e 10,8 nM V-BrPO, em tampão 0,1 M acetato de 













































Reacção entre 0,324 mM L-dopa, 1,02 mM H2O 
e 10,8 nM V-BrPO, em tampão 0,1 M acetato de 
sódio pH 5,4. 
Reacção entre 0,324 KI 1,02 mM H2O e 10,8 
nM V-BrPO, em tampão 0,1 M acetato de sódio 
pH 5,4. 
 
Figura 3.56 – Espectros ultravioleta-visível traçados num intervalo de tempo de 190 
minutos, obtidos a partir da omissão iterativa dos componentes da reacção de 0,324 mM L-
dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO extraída da alga L. saccharina, em 
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Este conjunto de resultados permitiu concluir que a reacção enzimática inicial de L-dopa, 
iodeto de potássio, peróxido de hidrogénio e haloperoxidase de vanádio só se efectua na 
presença destes quatro componentes. Quando se realiza o ensaio na ausência do enzima V-
BrPO a reacção processa-se, mas numa velocidade inferior à reacção onde se encontra 
presente o memo enzima. Verifica-se o aparecimento de máximos de absorção a 305 e 475 
nm, característicos do produto intermediário resultante da oxidação e desprotonação do L-
dopa, o L-dopacromo [Cánovas et al. 1982] ao contrário do que acontece na presença do 
enzima, em que os máximos de absorção dos produtos aparecem a a 305 e 505 nm.  
 
Quando se misturam todos os componentes da reacção padrão, com excepção do peróxido 
de hidrogénio, não se observa qualquer tipo de variação espectrofotométrica e o mesmo 
acontece quando se omite o componente iodeto de potássio. Sem L-dopa, observa-se a 
formação de picos característicos do anião triiodeto (I3-), a 290 e 350 nm e do iodo 
molecular (I2), a 460 nm [Sun e Dunford 1992], como era esperado, uma vez que esta 
mistura reaccional corresponde ao teste de actividade enzimático como IPO, com diferentes 
concentrações dos reagentes e do meio tamponado. 
 
Esta etapa foi determinante, uma vez que permitiu demonstrar que todos os reagentes 
iniciais utilizados na reacção denominada por reacção padrão intervêm efectivamente na 
reacção de produção de uma solução corada e posteriormente de um precipitado preto. 
 
3.4.2.2   Variação de pH e/ou do tampão  
 
O estudo da influência do pH na velocidade de produção tanto dos intermediários como do 
precipitado final foi efectuado, através de estudos espectrais entre 200 e 1000 nm, durante 
190 minutos, como descrito no procedimento experimental. Os resultados obtidos estão 
ilustrados na figura que se segue. 
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305 nm (0.1 M Acetato) 505 nm (0.1 M Acetato)
305 nm (0.1 M MES) 505 nm (0.1 M MES)
305 nm (0.2 M Citrato-Fosfato) 505 nm (0.1 M Citrato-Fosfato)
 
Figura 3.57 – Variação da absorvância a 305 e 505 nm em função do pH e 
solução tampão, para a reacção contendo 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 





























305 nm (0.1 M Acetato de sódio) 505 nm (0.1 M Acetato de sódio)
305 nm (0.1 M MES-Na) 505 nm (0.1 M MES-Na)
305 nm (0.1 M Citrato-Fosfato) 505 nm (0.1 M Citrato-Fosfato)
 
Figura 3.58 – Variação do tempo necessário para atingir o máximo de 
absorção a 305 e 505 nm em função do pH e solução tampão, para a 
reacção contendo 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 
nM V-BrPO extraída da alga L. saccharina, a 25 ºC. 
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A observação dos gráficos anteriores permitiu concluir que o pH mais favorável para a 
detecção de intermediários cromóforos, com máximos de absorção a 305 e 505 nm, 
corresponde ao valor 5,4, ou seja, é a este pH que se verificam maiores valores de 
absorvância, a estes comprimentos de onda. A solução tampão 0,1 M MES-Na pH 5,4 
apresenta uma valor de absorção a 305 nm ligeiramente superior à solução tampão 0,1 M 
acetato de sódio pH 5,4 e valores muito próximos para o comprimento de onda igual a 505 
nm. No entanto, para a reacção em solução tampão 0,1 M MES-Na pH 5,4 os 
intermediários que absorvem a 305 e 505 nm são produzidos num intervalo de tempo mais 
curto (20 minutos) e apresentam valores muito próximos, ao passo que a reacção em 0,1 M 
acetato de sódio pH 5,4 permite diferenciar melhor os intervalos de produção dos 
intermediários que absorvem a 305 e 505 nm respectivamente. Como tal, optou-se pela 
utilização da solução 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 como meio reaccional para todos os 
ensaios efectuados a partir desta etapa. 
 
Para além de se determinar o pH mais favorável para a reacção entre 0,324 mM L-dopa, 
0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, na presença de 10,8 nM V-BrPO, esta fase permitiu 
demonstrar que para pH inferior a 5,4 a reacção é mais lenta, uma vez que para valores de 
pH mais ácidos a desprotonação do L-dopa é menos favorável, reduzindo desta forma a 
velocidade de reacção [Land et al. 2007]; para valores mais elevados de pH as variações 
das absorvâncias são menos significativas para o comprimento de onda de 505 nm e mais 
acentuadas para os valores determinados a 305 nm, traduzindo-se numa ligeira redução.  
 
Outra conclusão possível é o facto do tampão 0,1 M citrato-fosfato pH 6,2 ser o mais 
favorável para este enzima produzir aniões triiodeto [Almeida et al. 2001]. No entanto, 
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3.4.2.2.1 Variação de pH da reacção não tamponada 
 
A reacção enzimática entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KBr, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-
BrPO numa solução não tamponada, foi estudada a nível da variação espectral, como é 






































Figura 3.59 – Espectros ultravioleta-visível traçados num intervalo de tempo de 190 
minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 
10,8 nM V-BrPO extraída da alga L. saccharina, em água bidestilada Millipore, a 25 ºC, 
com varrimentos entre 200 e 1000 nm. 
 
 
Simultaneamente foi efectuado um estudo da variação do pH ao longo do tempo. Os 
























Figura 3.60 – Variação do pH em função do tempo da reacção de 
0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO 
extraída da alga L. saccharina, em água bidestilada Millipore, a 25 
ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm. 
 
 
Os resultados experimentais obtidos permitiram verificar que na primeira hora de reacção 
existe uma variação de pH na ordem das 0,45 unidades e após 16,5 horas, após o início da 
reacção, essa variação aumenta para 0,81, o que implica o aumento da concentração de iões 
hidrónio na solução logo após o início da mesma. Este fenómeno é explicado através da 
produção dos intermediários dopaquinona, leucodopacromo e dopacromo, onde os grupos 
hidroxilo são oxidados ou reduzidos, consoante o intermediário em questão (ver secção L-
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3.4.2.3 Variação do ião halogeneto 
 
3.4.2.3.1 Ião brometo – Br-
 
Na tentativa de identificação da espécie promotora da reacção de oxidação e ciclização de 
L-dopa a L-dopacromo, que posteriormente precipita sob a forma de um precipitado preto, 
foi efectuado um ensaio onde o ião iodeto, na forma de KI, utilizado na reacção enzimática, 
via V-BrPO da alga L. saccharina, é substituído pelo ião brometo, mas mesmas condições 
reaccionais, ou seja, 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KBr, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO 
em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4. Os espectros obtidos, após vinte varrimentos 







































Figura 3.61 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KBr, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM 
V-BrPO extraída da alga L. saccharina, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. 
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Sendo o enzima utilizado um bromoperoxidase de vanádio, a catálise enzimática de 
oxidação do ião brometo é uma das reacções levadas a cabo por esta proteína. Contudo, a 
substituição do halogeneto iodeto pelo brometo deu origem a uma reacção, também com 
variação espectral, mas apenas na região do ultravioleta, não se verificando qualquer tipo 
de variação de coloração do meio reaccional, logo é possível concluir que nem o brometo 
nem o produto resultante da oxidação deste pelo enzima V-BrPO possuem potencial 
suficiente para desencadear a reacção de oxidação do aminocatecol L-dopa. 
 
 
3.4.2.3.2 Ião tiocianato – SCN-
 
É sabido que o anião tiocianato tem um comportamento químico idêntico ao de um 
halogeneto, daí a designação de pseudo-halogeneto e que existem enzimas com actividade 
peroxidativa, que catalisam a reacção de oxidação do ião tiocianato (SCN-) a ião 
hipotiocianoso (SCNO-) [Conner et al. 2002, Thomas et al. 1993]. Foi com base nessa 
semelhança comportamental que se optou pela utilização de 0,324 mM KSCN na reacção 
enzimática com 0,324 mM L-dopa, 1,02 mM H2O2 e 10,8 nM V-BrPO, em tampão 0,1 M 
acetato de sódio pH 5,4. O resultado desta reacção seguida espectrofotometricamente na 







































Figura 3.62 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KSCN, 1,02 mM H2O2, 10,8 
nM V-BrPO extraída da alga L. saccharina, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 
ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm. 
 
 
A figura 3.62 mostra que contrariamente ao que sucedeu aquando da substituição do iodeto 
pelo cloreto, onde não se verificou qualquer alteração no espectro final de UV-vis, a 
substituição pelo anião SCN- resultou na produção de uma ou mais espécies que absorvem 
nessa zona espectral em estudo. Contudo essa reacção não é comparável com a velocidade 
da reacção enzimática sobre o L-dopa quando está presente o iodeto de potássio e o 
peróxido de hidrogénio. Em suma, o tiocianato ou a sua forma oxidada SCNO-, embora 
tenham alguma capacidade para oxidar o L-dopa, este poder de oxidação é muito baixo 
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3.4.2.4 Variação do enzima halogenante 
 
3.4.2.4.1 Peroxidase do rábano (Horseradisch Peroxidase – HRP) 
 
Para saber se a oxidação de L-dopa na presença de iodeto e peróxido de hidrogénio é 
exclusivamente catalisada por enzimas de vanádio decidiu-se substituir o V-BrPO pelo 
enzima HRP. Nesta etapa, iniciou-se o estudo da variação espectral da reacção entre 0,324 
mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM HRP em 0,1 M acetato de sódio pH 


































Figura 3.63 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM 
HRP Sigma, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram 
efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
 
As semelhanças entre a reacção levada a cabo pelo V-BrPO e HRP são francamente 
notórias. Todos os tipos de variações são reprodutíveis, ou seja, inicialmente obtém-se uma 
solução reaccional que muda a sua coloração, de incolor para rosa e de rosa para incolor, ao 
longo das 4 horas de incubação e após este período observa-se a formação de um 
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precipitado preto. Os produtos intermediários também apresentam máximos a 305 e 505 
nm, tal como na reacção catalisada pelo V-BrPO. 
 
3.4.2.4.2 Haloperoxidase extraída da esponja Erylus discophorus – 
HPO Ed 
 
Outro enzima estudado nesta série foi o extraído da esponja marinha Erylus discophorus. 
No entanto, tem de ser feita uma ressalva, uma fez que não foi de todo possível efectuar a 
determinação do peso molecular exacto desta proteína, como foi possível constatar na etapa 
inicial deste trabalho. A aproximação efectuada foi a utilização de um extracto com maior 
actividade enzimática IPO, sendo este valor determinado 5 vezes inferior à actividade do V-
BrPO. Assim, foi feito um ensaio utilizando 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM 
H2O2 e 100 µL HPO da esponja Erylus discophorus em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, este 
ensaio foi seguido espectrofotometricamente, entre 200 e 1000 nm, durante 190 minutos 
como mostra a figura 3.64. 
 
Embora a reacção seja mais lenta e não se tenha verificado a produção de precipitado 
durante as 4 horas de reacção, o enizma extraído da esponja Erylus discophorus também 
possui a capacidade de catalisar a oxidação das espécies presentes nesta reacção. Os 
máximos de absorção detectados encontram-se a 305 e 505 nm, tal como verificado para as 
reacções catalisadas pelos enzimas V-BrPO e HRP. O vaso reaccional foi deixado durante a 









































Figura 3.64 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 
minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 
mM H2O2, 100 µL HPO extraída da esponja Erylus discophorus, em tampão 0,1 




3.4.2.5    Variação da concentração do enzima V-BrPO 
 
Com o intuito de verificar qual o efeito da variação da concentração do enzima halogenante 
na reacção entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, V-BrPO nas 
concentrações iguais a 10,8 nM, 5,4 nM, 2,2 nM e 1,1 nM, em 0,1 M acetato de sódio pH 
5,4. Destas quatro variações da concentração do enzima, resultaram quatro conjuntos 
diferentes de variações espectrais, estando os resultados resumidos representados na figura 
que se segue. Nesta figura é possível encontrar a variação dos valores de absorvância a 305 
e 505 nm experimentados ao longo do tempo para as diferentes concentrações do enzima 
V-BrPO. 
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305 nm 1:5 VHPO
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Figura 3.65 – Variação das absorvâncias a 305 e 505 nm em função da variação da 
concentração do enzima halogenante das reacções entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 
1,02 mM H2O2, e V-BrPO extraída da alga L. saccharina, em tampão 0,1 M acetato de 
sódio pH 5,4, a 25 ºC, visto em perspectivas diferentes. 
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A partir destes gráficos conclui-se que os produtos intermediários adquirem velocidades de 
reacção diferentes, sendo directamente proporcionais à variação da concentração do 
enzima. No entanto, esta proporcionalidade não é directa uma vez que os máximos são 
atingidos em tempos de reacção diferentes.  
 
No ensaio onde o enzima apresenta uma concentração de 10,8 nM o máximo de absorção a 
305 nm é atingido na primeira meia hora da reacção, após este período tem um ligeiro 
decréscimo, contínuo até ao final da reacção. O máximo a 505 nm é atingido após 40 
minutos a contar do início da reacção e sofre um decréscimo pouco acentuado até o final do 
varrimento espectrofotométrico. Quando a concentração deste haloperoxidase é reduzido 
para 50 % do valor anteriormente estudado, observa-se que os máximos de absorção a 305 
e 505 nm são atingidos após 50 e 70 minutos após o início da reacção, respectivamente.  
 
A utilização de uma concentração igual a 2,2 nM do enzima halogenante leva a que as 
absorvâncias máximas sejam atingidas após 80 e 120 minutos do início da reacção 
enzimática, respectivamente. A última variação de concentração do V-BrPO foi a diluição 
do enzima na proporção 1:10 o que equivale à utilização de uma concentração de 1,1 nM. O 
comportamento descrito por esta reacção traduziu-se no aumento dos tempos necessários 
para atingir os máximos de absorção a 305 nm, 150 minutos a contar do início da reacção. 
O máximo de absorção a 505 nm não foi atingido no decurso desta ensaio. 
 
Resumindo os resultados obtidos, a redução da concentração do enzima V-BrPO diminui a 
velocidade de reacção e altera os perfis espectrofotométricos em comparação com a reacção 
padrão, onde o enzima não se encontra diluído, pois os máximos de absorção são atingidos 
em tempos de reacções distintos. No entanto, os máximos de absorção obtidos, 305 e 505 
nm, não se alteram, ou seja, a probabilidade de formação dos intermediários é a mesma., 
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3.4.2.6  Variação da concentração do ião iodeto 
 
Sendo o anião iodeto um elemento fundamental na reacção de oxidação do L-dopa 
catalisado por enzimas com actividades enzimáticas como haloperoxidases, foi investigado 
o efeito da variação deste halogeneto na reacção entre 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 
nM V-BrPO, em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4. Os resultados obtidos encontram-se 
sintetizados nas figuras que se seguem. 
 








































Figura 3.66 – Variação das absorvâncias a 305 (A) e 505 (B) nm,  em função da variação 
da concentração do iodeto de potássio (0,032, 0,092, 0,162, 0,298, 0,324 e 3,24 mM) na 
reacção entre 0,324 mM L-dopa,1,02 mM H2O2, e V-BrPO extraída da alga Laminaria 
saccharina, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. 
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A variação do anião iodeto na reacção resulta na alteração da velocidade de reacção, como 
é possível constatar a partir da observação da figura 3.66.  
 
A partir destes gráficos é possível verificar que, para as concentrações entre 0,032 e 0162 
mM de iodeto de potássio, os produtos intermediários que absorvem a 305 e 505 nm são 
mais estáveis, pois a 305 os valores das absorvâncias apresentam uma variação residual e a 
505 nm essa variação é um pouco mais acentuada. Para os comprimentos de onda 305 e 
505 nm observa-se um aumento acentuado nos primeiros 10 minutos de reacção, para a 
gama de concentrações de KI entre 0,032 e 0162 mM. Quando se aumenta a concentração 
para valores superiores a 0,298 mM KI, passa a observar-se o aumento das absorvâncias em 
questão, que atinge o máximo após 30 minutos do início da reacção, para a absorvância a 
305 e após 50 minutos para a absorvância a 505 nm. A partir destes tempos verifica-se uma 
diminuição das respectivas absorvâncias, o que tem implícito a produção de um ou vários 
intermediários, que absorvem a 305 e 505 nm, que após esse período passam a ser 
consumidos. 
 
Os haloperoxidases estudados não catalisam só por si a oxidação de L-dopa a L-dopadromo 
e posteriormente a formação de melanina, necessitando de iodeto para levar a cabo a 
reacção enzimática como polifenoloxidases (PPO) (formação de quinonas a partir de 
polifenóis).  
 
Podendo concluir-se que o iodeto é um substrato de grande importância na reacção. A sua 
presença é indispensável. Quando o iodeto de potássio se encontra presente, uma baixa 
concentração de, os intermediários formados apresentam maior estabilidade, reduzindo a 
velocidade de produção do precipitado preto. Quando a concentração é aumentada para 
valores acima da concentração utilizada na reacção padrão, o comportamento do espectro 
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3.4.2.7  Reacções não enzimáticas 
 
3.4.2.7.1 Periodato de potássio – KIO4
 
Existem vários estudos que demonstram que o periodato de potássio apresenta grande poder 
de oxidação sobre o L-dopa, dando origem ao dopacromo que apresenta picos de absorção 
a 305 e 475 nm, característicos [Afkhami e Khatami 2003, Cánovas et al. 1982, Patel et al. 
1974]. Como o objectivo confirmar a formação de dopacromo realizou-se a reacção num 
sistema contendo 0,324 mM de L-dopa, em tampão 0,1 M acetato de sódio e foram 
efectuados vários ensaios onde se variou a gama de concentrações do ião periodato na 





























Figura 3.67 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM L-dopa, KIO4 com concentrações iguais a 0,0; 
0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,30; 0,35, 0,40; 0,45, 0,50 e 6,67 mM, em tampão 0,1 M acetato de 




                                                                                    Apresentação e discussão de resultados 
De acordo com o esperado, o periodato de potássio reage com o L-dopa, nas condições 
anteriormente mencionadas, formando dopacromo, com picos de absorção a 305 e 475 nm 
e durante um período de 24 horas esta solução manteve a sua coloração, laranja, inalterada, 
o que demonstra a estabilidade do produto oxidado inorganicamente pelo ião periodato. 
 
3.4.2.7.2 Triiodeto de potássio – KI3
 
A reacção enzimática, via BrPO, entre iodeto de potássio e peróxido de hidrogénio forma o 
ião triatómico I3-, que apresenta máximos de absorção a 290 e 350 nm [Sun e Dunford 
1992]. Ao adicionar L-dopa a esta reacção, como foi verificado anteriormente, a variação 
espectral experimentada é muito diferente, não se detectando picos intensos em nenhum 
dos comprimentos de onda característicos da absorção do ião triiodeto. Surge então a 
dúvida relativamente ao poder de oxidação do triiodeto sobre o L-dopa, com a possibilidade 
de ser este último o agente indutor da reacção de precipitação observada entre 0,324 mM L-
dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO, em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4. 
A equação que traduz o equilíbrio entre o iodo molecular e o ião iodeto encontra-se 
expressa na seguinte forma: 
 
-




Sabendo que a absortividade molar para o ião triiodeto a 350 nm é 2,64×104 M-1.cm-1 e 
utilizando a lei de Lambert-Beer [Leblanc et al. 2006, Almeida et al. 2001, Sun e Dunford 
1992] é possível determinar a concentração de triiodeto em solução. Assim, foi preparada 
uma solução de iodo molecular em iodeto de potássio, em solução tampão 0,1 M acetato de 
sódio pH 5,4, onde a concentração de iões triiodeto determinada foi 0,03 mM. 
Seguidamente, foi efectuado um ensaio onde se misturou 0,03 mM KI3 e 0,324 mM L-
dopa, tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4. O resultado espectrofotométrico deste ensaio 









































Figura 3.68 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,03 mM KI3, em tampão 0,1 M acetato 
de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
 
 
Observando a figura anterior é possível concluir que a solução contendo iões triiodeto 
oxida o L-dopa a dopacromo, pois há uma variação espectral imediata, com formação de 
picos a 305 e 475 nm. Também foi possível verificar que não houve nenhum desvio 
batocrómico, nem produção de precipitado preto, no intervalo de tempo estudado. No 
entanto, os picos de absorção formados decrescem ao longo do tempo e ao fim de 12 horas 
observa-se a formação de uma solução novamente incolor, o que pode indicar a 
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3.4.2.8  Caracterização de intermediários da reacção enzimática 
catalisada pelo V-BrPO 
 




Na tentativa de identificação dos intermediários da reacção enzimática, via V-BrPO de L-
dopa com iodeto de potássio e peróxido de hidrogénio, foram efectuados vários ensaios 
tendo como base a técnica analítica de espectrometria de massa com ionização por 
electrospray (ESI-MS – do inglês electrospray ionization-mass spectrometry), tendo o 
processo de ionização sido efectuado a uma temperatura de 50 ºC. Contudo, as condições 
de preparação das amostras ionizáveis utilizadas nesta técnica não favoreceram a reacção 
enzimática, uma vez que se adicionou 20% de acetonitrilo e 0,1 % de ácido fórmico, que 
levam a uma acidificação mais acentuada do meio reaccional anteriormente tamponado.  
 
Quando o L-dopa se encontra num meio mais ácido a desprotonação é desfavorecida [Land 
et al. 2007], o que dá origem a uma redução na velocidade de reacção de formação dos 
intermediários corados e consequentemente na precipitação do produto final.  
 
Em relação ao enzima, estudos anteriormente efectuados demonstraram que o seu pH 
óptimo é 6,2 [Almeida et al. 2001]. No entanto, para este conjunto reaccional ficou 
demonstrado que o pH óptimo, para a formação de intermediários, com máximos de 
absorção a 305 e 505 nm, é 5,4. Embora todos estes precedentes sejam desfavoráveis à 
formação de intermediários por via enzimática, foram efectuados vários ensaios para a 
observação de partículas com diferentes razões carga-massa.  
 
Inicialmente fizeram-se espectros de massa do meio reaccional e dos reagentes iniciais 
isolados (0,1 M acetato de sódio pH 5,4, 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2 
e 10,8 nM V-BrPO todos estes em tampão 0,1 M acetato de sódio com 20% de acetonitrilo 
e 0,1 % de ácido fórmico). Os resultados encontram-se ilustrados nas figuras 3.69 a 3.83. 
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Figura 3.69 – Espectro de massa de 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 
% CH3CN e 0,1 % HCOOH, em modo positivo. 
 
 
O pico situado a 213,9 m/Z foi atribuído a uma espécie carregada positivamente, uma vez 
que foi detectada em modo positivo, sendo este um contaminante presente na solução 
tampão. Desta forma, todas as reacções onde o solvente utilizado seja o tampão da amostra 
0,1 M acetato de sódio pH 5.4, com 20% de acetonitrilo e 0,1 % de formaldeído será 
possível detectar este pico a 213,9 m/Z que por sua vez não poderá ser atribuído a nenhuma 





















Figura 3.70 – Espectro de massa, em modo positivo, de 0,324 mM L-dopa 




















Figura 3.71 – Espectro de massa, em modo negativo, de 0,324 mM KI em 
0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 % CH3CN e 0,1 % HCOOH. 
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Figura 3.72 – Espectro de massa, em modo positivo, de 1,02 mM H2O2 
















Figura 3.73 – Espectro de massa, em modo positivo, de 40 mM V-BrPO 
em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 % CH3CN e 0,1 % HCOOH. 
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Na figura 3.70 o pico mais intenso a 197,9 m/Z pode ser atribuído à espécie carregada 
positivamente [L-dopa]+. Os picos a 126,6, 292,5 e 380,5 m/Z presentes na figura 3.71 
podem ser atribuídos às espécies anionizadas [I]-, [2I+K]- e [3I]- respectivamente. O 
espectro de massa obtido após a ionização e vaporização da solução de peróxido de 
hidrogénio apresenta apenas um pico a 213,9 m/Z anteriormente detectado na solução 
tampão utilizada (Figura 3.72). Da ionização do enzima bromoperoxidase de vanádio 
extraído da alga castanha L. saccharina resultaram vários picos pouco significativos, 
destacando-se apenas o pico localizado a 122,0 m/Z que corresponde à espécie [Tris-H]+, 
ou seja não se conseguiu ionizar ou detectar o enzima, apenas o tampão em que este se 
encontra (Figura 3.73). 
 
Seguiram-se as reacções entre 0,324 mM KI e 1,02 mM H2O2, com espectros de massa no 
início da reacção e após 5 minutos do início da reacção; entre 0,324 mM L-dopa e 0,324 
mM KI, nos tempos de reacção 0, 5 e 10 minutos após o início da reacção, este ensaio foi 
efectuado em modo positivo, para detectar partículas de razão carga-massa positivas e em 
modo negativo para detectar as partículas de razão carga-massa negativas. Os espectros 
correspondentes a estas reacções encontram-se ilustrados nas figuras 3.74, 3.75 e 3.76. 
 
Na figura 3.74 é possível visualizar vários picos, sendo os mais intensos os que se 
encontram localizados a 126,7 e 292,5 m/Z podendo ser atribuídos à presença das espécies 
[I]- e [2I+K]-, respectivamente. O pico a 211,8 m/Z pode ser atribuído à presença do 
contaminante anteriormente detectado a 213,9 m/Z, mas em modo positivo 
 
O espectro de massa, em modo negativo, resultante da adição de iodeto de potássio ao L-
dopa ilustrado na figura 3.75, mostra picos a 126,7 m/Z atribuído à espécie [I]-, a 195,8 m/Z 
atribuído à espécie aniónica [L-dopa]- e 392,8 m/Z atribuído ao aducto [2 L-dopa]-. 
 
Na figura 3.76 é possível constatar que, em modo positivo, só foi possível a detecção de [L-
dopa]+, localizado a 197,9 m/Z. Todas estas espécies mantêm-se invariáveis ao longo dos 
10 minutos, portanto, não foram detectados produtos diferentes dos reagentes iniciais. 
 
 327


































t = 0 min. 
t = 5 min. 
Figura 3.74 – Espectro de massa, em modo negativo, da reacção entre 0,324 mM KI e 1,02 
mM H2O2 em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 % CH3CN e 0,1 % HCOOH, no início 
















































t = 0 min. 
t = 5 min. 
t = 10 min. 
 
Figura 3.75 – Espectro de massa da reacção entre 0,324 mM KI e 0,324 mM L-dopa em 






















































t = 0 min. 
t = 5 min. 
t = 10 min. 
 
Figura 3.76 – Espectro de massa da reacção entre 0,324 mM KI e 0,324 mM L-dopa em 




Foram também obtidos espectros da reacção enzimática entre entre 0,324 mM KI, 1,02 mM 
H2O2 e 10,8 nM V-BrPO, no início da reacção e 5 minutos após o início da mesma, em 
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t = 0 min. 
t = 5 min. 
 
Figura 3.77 – Espectro de massa da reacção entre 1,02 mM H2O2 e 0,324 mM L-dopa em 































t = 0 min. 
t = 5 min. 
 
Figura 3.78 – Espectro de massa da reacção entre 1,02 mM H2O2 e 0,324 mM L-dopa em 




Quando adicionado peróxido de hidrogénio ao L-dopa, utilizando o modo positivo, foi 
possível a identificação da espécie carregada positivamente [L-dopa]+, sendo este o pico 
mais intenso, localizado a 197,9 m/Z. Quando se utiliza o modo negativo, como forma de 
detecção, é possível identificar dois picos de intensidade relativa superior que se encontram 
um a 195,8 m/Z a pertencente à espécie [L-dopa]- e outro a 392,8 m/Z que pode ser 
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A reacção enzimática entre 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2 e 10,8 nM V-BrPO foi 
monitorizada a 0, 5 e 10 minutos após o início da reacção, nos modos negativo e positivo, 
tendo este último modo sido monitorizado apenas no início da reacção e 5 minutos depois 
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t = 0 min. 
t = 5 min. 
Figura 3.79 – Espectro de massa da reacção entre 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM 
V-BrPO em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 % CH3CN e 0,1 % HCOOH, em modo 
positivo, no início da reacção e após 5 minutos do início da reacção. 
 
 
No espectro de massa da figura anterior, que correspondente à reacção enzimática, via V-
BrPO de iodeto de potássio e peróxido de hidrogénio, é possível verificar a existência de 
vários picos de espécies carregadas positivamente, no entanto o pico mais intenso situa-se a 
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122,1 m/Z que corresponde à massa do tampão [Tris]+ que é o tampão onde se encontra 
dissolvido o enzima, o pico a 144,0 m/Z poderá corresponder à espécie [Tris-Na]+ . O pico 
localizado a 214,0 m/Z pode ser atribuído à espécie contaminante, inicialmente detectada, e 



































t = 0 min. 
t = 5 min. 
Figura 3.80 – Espectro de massa da reacção entre 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM 
V-BrPO em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 % CH3CN e 0,1 % HCOOH, em modo 
negativo, no início da reacção e após 5 minutos do início da reacção. 
 
 
A figura anterior apresenta os resultados da ionização e vaporização da mistura reaccional 
contendo iodeto, peróxido e o enzima halogenante V-BrPO. Quando se utiliza o modo 
negativo, os picos passíveis de serem detectados são os que se localizam a 126,7 m/Z, a 
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165,8 m/Z, e a 375,7 m/Z, podendo estes ser atribuídos às espécies [I]-, [I+K]- e [2I+Tris]-, 
respectivamente. 
 
A reacção enzimática entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-
BrPO, em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, da qual resulta a produção de compostos 
intermediários cromóforos, foi submetida a condições acídicas, adicionando 20% 
acetonitrilo e 0,1 % ácido fórmico, vaporizada e ionizada, a 50 ºC, através da técnica de 
electrospray, tal como todos os ensaios anteriores. Os resultados obtidos, nos modos 



































t = 0 min. 
t = 5 min. 
t = 10 min. 
Figura 3.81 – Espectro de massa da reacção entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 
mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 % CH3CN e 0,1 % 
HCOOH, em modo negativo, no início da reacção e após 5 minutos do início da reacção. 
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t = 0 min. 
t = 5 min. 
Figura 3.82 – Espectro de massa, em modo positivo, da reacção entre 0,324 mM L-dopa, 
0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 20 
% CH3CN e 0,1 % HCOOH, em modo positivo, no início da reacção e após 5 minutos do 
início da reacção. 
 
Em modo negativo, o pico mais intenso localiza-se a 211,8 m/Z que anteriormente foi 
atribuído à presença de impurezas na solução, sendo este pico invariável ao longo do tempo 
(Figura 3.81). Quando se utilizou o modo positivo (Figura 3.82), foram detectados picos do 
tampão do extracto enzimático [Tris-H]-, localizado a 122,1 m/Z, da espécie [L-dopa]- a 
197,9 m/Z e do provável dímero [2 L-dopa]- a 394,9 m/Z, sendo este último pico detectados 
após 10 minutos do início da reacção. 
 
Para finalizar, foi efectuado mais uma tentativa, em condições mais extremas, adicionando 
40% de acetonitrilo à reacção entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2 e 10,8 
nM V-BrPO em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, monitorizando o ensaio em modo negativo, 
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durante duas horas, e traçando espectros nos após 0, 5, 10, 20, 30, 40, 90 e 120 minutos a 
contar do início da reacção. Todos os espectros traçados encontram-se ilustrados nas figura 
que se segue. 
 
 
t = 30 min.
t = 5 min. 
t = 10 min.
t = 20 min.
t = 40 min.
t = 90 min.



















































































t = 0 min.
Figura 3.83 – Espectro de massa da reacção entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 
mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 com 40 % CH3CN, em 
modo negativo, no início da reacção e a vários intervalos de tempo, contado a partir do 
início da reacção. 
 
Neste último procedimento utilizando a técnica de ESI-MS, foi possível a detecção de picos 
intensos a 195,8 e 329,9 m/Z, que podem ser atribuídos à presença de espécies [L-dopa]- e 
[2 L-dopa]-, sendo este ultimo pico o único onde é possível verificar a formação de um 
dímero com uma elevada intensidade relativa. 
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Em suma, esta técnica não permitiu visualizar com clareza, como se esperava inicialmente, 
a produção de intermediários, tendo-se verificado que a reacção realizada em 20 % de 
acetonitrilo e 0,1% de ácido fórmico não leva à produção do precipitado preto, apenas a 
formação de uma solução violeta, de coloração estável durante mais de 24 horas. 
 
3.4.2.8.2 Isolamento de intermediários por adição de ácidos 
 
Num volume total de 15 mL, contendo 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 
10,8 nM V-BrPO da L. saccharina, em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, foram retiradas 
alíquotas de 1 mL aos 5, 30, 45 e 60 minutos. A estas alíquotas de 1 mL foram adicionados 
50 mM HCl, afim de parar a reacção, por introdução de excesso de protões no meio 
reaccional. Na figura 3.84 encontram-se ilustrados as colorações adquiridas após os 




5 min. 30 min 45 min 60 min.  
 
Figura 3.84 – Vasos reaccionais contendo componentes resultantes da reacção 0,324 mM 
L-dopa, 0,324 m KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO da alga L. saccharina, em 0,1 M 
acetato de sódio pH 5,4 em diferentes intervalos de tempo: 5, 30, 45 e 60 minutos após o 
início da reacção e última na última imagem encontram-se todos os vasos reaccionais após 
60 minutos, sendo o primeiro tubo correspondente ao vaso ao qual foi adicionado ácido 
clorídrico após 5 minutos do início da reacção, o segundo, após 30 minutos, o terceiro após 
45 minutos, o quarto após 60 minutos, o quinto é a reacção não enzimática, contendo 0,324 
mM L-dopa, 0,324 m KI, 1,02 mM H2O2, 1,67 mM Tris-Cl pH 9,0, em 0,1 M acetato de 
sódio pH 5,4 e o último a reacção não enzimática com 50 mM HCl. 
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Verificou-se que este procedimento não teve efeito sobre a reacção de formação do 
precipitado preto, uma vez que após as 4 horas de reacção observou-se a produção do 
sólido nos cinco vasos reaccionais.  
 
 
3.4.2.9   Caracterização do precipitado preto 
 
3.4.2.9.1 Espectroscopia de infravermelhos com transformada de 
Fourier – FTIR 
 
A reacção entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 m KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO da alga 
L. saccharina, em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 produz um intermediário rosa e o seu 
produto final é um sólido preto que precipita após 4 horas de reacção.  
 
Os precipitados resultantes de vários ensaios foram misturados, lavados várias vezes com 
água bidestilada e centrifugados, na ultracentrifuga (10 000 g) e secos por liofilização.  
 
Com o objectivo de caracterizar o precipitado preto obtido e comparar as suas propriedades 
com as da melanina, foram traçados espectros de infravermelho com transformada de 
Fourier (FTIR) destes dois compostos.  
 
As amostras foram previamente diluídas, numa proporção de 1:500, em brometo de 
potássio e trituradas. Os espectros obtidos na região do infravermelho entre 4000 e 400   
cm-1 encontram-se na figura 3.85. 
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Figura 3.85 – Espectro de infravermelho (FTIR), traçado entre 4000 e 400 
cm-1, em KBr (1:500) da melanina comercial da Sigma, e o precipitado 
preto obtido através da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 
mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO da alga L. saccharina em 0,1 M acetato de 
sódio pH 5,4. 
 
 
Os espectros FTIR obtidos para o precipitado preto, proveniente da reacção padrão de L-
dopa, com iodeto, peróxido de hidrogénio na presença de V-BrPO, bem como a melanina 
comercial ilustrados na figura anterior permitem concluir que são compostos que 
apresentam muitas semelhanças ao nível de tipo de ligações.  
 
A sobreposição dos dois espectros possibilita verificar que ambos os produtos apresentam 
picos a 3400, 1600, 1400 cm-1. A banda na zona dos 3400 cm-1 é característica dos 
compostos que apresentam ligações simples do tipo O–H e N–H, a da região dos 1600 cm-1 
pode corresponder às ligações duplas do tipo C=O, encontrados em aldeídos, álcoois, 
ácidos carboxílicos e/ou ésteres ou ainda em ligações C÷C características de compostos 
com anéis aromáticos, a banda localizada na zona dos 1400 cm-1 pode corresponder à 
frequência entre as ligações simples do tipo C–H [Vollhardt e Score 1996].  
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O espectro de infravermelhos do precipitado preto também apresenta um elevado grau de 
semelhança com melaninas sintetizadas por outros grupos [Di e Bi 2003, Chen et al. 2004]. 
 
3.4.2.9.2 Difracção de raio-X – DXR 
 
O precipitado preto, obtido da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 m KI, 1,02 mM H2O2, 
10,8 nM V-BrPO da alga L. saccharina, em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, seco por 
liofilização, bem como a melanina comercial foram submetidos à técnica de difracção de 
raios-X de pós (DXR) com o intuito de verificar a cristalinidade destes compostos, ou seja, 
determinar o arranjo espacial após a incidência de radiação na amostra e a detecção de 
fotões difractados, segundo a lei de Bragg [Capozzi et al. 2006]. Os resultados registados, 
tanto para o precipitado preto produzido como para a melanina comercial, encontram-se na 


























Figura 3.86 – Difractograma de raio-X de pós, representando a intensidade 
relativa em função de 2Θ ângulos de Bragg, da melanina comercial Sigma, e 
o precipitado preto obtido através da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 
mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO da alga L. saccharina em 0,1 M 
acetato de sódio pH 5,4. 
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Através da observação dos difractogramas é possível verificar que estas duas amostras não 
apresentam picos definidos característicos das substâncias cristalinas, apenas possuem 
bandas difusas, cujos máximos se encontram centrados a 17,5º para a melanina sintética e 
18,7º para o precipitado preto, relativamente ao ângulo de Bragg, 2Θ. Estes resultados 
indicam que o precipitado preto é uma substância amorfa, tal como a estrutura de carbono 
da melanina comercial, sendo os máximos das bandas detectadas por difracção de raios-X 
de pós atribuídos às camadas planares paralelas da estrutura carbonada sem ordenamento de 
longo alcance [Dezidério et al. 2004, Capozzi et al. 2006, Zong et al. 2007]. 
 
3.4.2.9.3 Microscopia electrónica de varrimento e microanálise por 
raios-X – SEM-EDS 
 
No microscópio electrónico de varrimento (SEM) o feixe de electrões emitido pelo 
filamento não atravessa o material, os electrões emitidos pelo filamento, electrões 
primários, varrem rapidamente a superfície da amostra, e ao interagirem com o material 
promovem a emissão de electrões secundários da sua superfície. O maior número de 
electrões é emitido pelas zonas mais proeminentes. Deste modo, o número de electrões 
secundários produzidos por cada ponto da superfície da amostra, bem como a direcção em 
que são emitidos, estão relacionados com a topografia do material da amostra. Desta forma 
as imagens obtidas são a três dimensões, como é possível observar na figura que se segue. 
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Figura 3.87 – Imagens obtidas por SEM da melanina comercial Sigma, e do precipitado 
preto obtido através da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 
nM V-BrPO da alga L. saccharina em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 Os sólidos foram 
revestidos em película de ouro. 
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As zonas assinaladas como Z1, tanto na melanina comercial como no precipitado preto 
proveniente da catálise enzimática de L-dopa, que se encontram nas imagens obtidas por 
SEM, na figura 3.87, foram as zonas submetidas à microanálise elementar. Os espectros 
obtidos para esta técnica analítica entram-se ilustrados na figura 3.88. 
 
Espectro EDS da melanina comercial 
 
 
Espectro EDS do precipitado preto 
 
Figura 3.88 – Espectros EDS da melanina comercial Sigma, e do precipitado preto 
obtido através da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 
nM V-BrPO da alga L. saccharina em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4. Os sólidos 
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Através da observação das imagens resultantes da microscopia electrónica de varrimento é 
possível verificar que a melanina comercial e o precipitado preto proveniente da 
polimerização do L-dopa, apresentam morfologias distintas. A melanina comercial 
apresenta-se na forma de grânulos constituídos por pequenos aglomerados unidos, o 
precipitado preto apresenta dois tipos de estruturas morfológicas distintas, é possível 
encontrar filamentos aparentemente mais densos e grânulos pouco densos, relativamente 
aos filamentos, também constituídos por unidades aglomeradas e uniformes. 
 
Os espectros EDS destes dois sólidos amorfos apresentam algumas diferenças, 
nomeadamente a presença de iodo na estrutura do precipitado preto. Contudo esta técnica 
não permite identificar o tipo de ligação entre o iodo e o polímero amorfo.  
 
O elemento ouro (Au) detectado nestes dois espectros é provenientes da pulverização a que 
as amostras foram submetidas no início do processo analítico, SEM-EDS. 
 
3.4.2.9.4 Decomposição do precipitado preto 
 
O procedimento utilizado para “solubilizar” a melanina e o precipitado preto, proveniente 
da reacção de 0,324 mM L-dopa, 0,324 m KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO da alga L. 
saccharina, em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, foi a diluição dos sólidos numa solução 4 M 
KOH e o aquecimento a 60 ºC das misturas heterogéneas, durante 120 minutos. Passado 
este período de tempo obtiveram-se duas soluções de cor alaranjada, contudo a solução que 
continha inicialmente o precipitado preto apresentava uma tonalidade mais carregada, 
sendo a coloração muito semelhante à característica cor da solução contendo iões triiodeto.  
 
Estas soluções foram diluídas em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 e foram traçados espectros 
ultravioleta-visível dos produtos resultantes da decomposição dos sólidos iniciais, estando 
os resultados ilustrados na figura 3.89. 
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Figura 3.89 – variação espectral dos componentes obtidos a partir da 
decomposição térmica da melanina comercial e do precipitado preto em 4 M 
KOH, a 60 ºC, soluções termostatizadas a 25ºC. 
 
Aqui é possível observar que, da decomposição dos dois sólidos, resultam estruturas que 
absorvem em diferentes zonas do espectro ultravioleta-visível e com diferentes 




3.4.3    Reacções com catecol 
 
Para elucidar o mecanismo de reacção do catecolamina 0,324 mM L-dopa com 0,324 mM 
KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO, em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4 optou-se pela 
substituição deste primeiro pelo catecol (figura 3.91), sendo a diferença entre estes dois 
compostos a não existência de uma cadeia aminoácido no catecol, ao contrário do que 
sucede no levodopa. 
Do estudo espectral desta reacção, na zona ultravioleta-visível, resultaram as variações que 
estão ilustradas na figura 3.90. 
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Figura 3.90 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 
minutos, obtidos a partir da reacção de 0,324 mM catecol, 0,324 mM KI, 1,02 mM 
H2O2, 10,8 nM V-BrPO extraída da alga L. saccharina, em tampão 0,1 M acetato de 
sódio pH 5,4, a 25 ºC. Varrimentos entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
 
A partir da observação da figura anterior é possível verificar que nos primeiros 10 minutos 
de reacção há formação de picos a 250, 295 e 380 nm. Entre os 10 e os 50 minutos de 
reacção, o pico a 380 minutos diminui, dando origem a uma banda difusa que absorve no 
intervalo de 380 a 510 nm. Tal como a reacção com L-dopa existe uma variação da 
coloração. Neste caso a reacção não apresenta precipitado como produto final e, após 24 
horas, a solução apresenta uma coloração ligeiramente rosa. 
 
A oxidação enzimática do catecol que apresenta um máximo de absorção a 276 nm 
demonstram que este se oxida a benzoquinona, com máximo de absorção a 390 nm [Mason 
1949]. Por sua vez, a quinona resultante pode reagir originando hidroquinonas (λmax 288 
nm) ou o seu produto oxidado, a hidroxi-p-quinona (λmax 260 e 480-485 nm), que pode dar 
origem a um precipitado preto designado por catecol-melanina [Nelson 1944]. Na figura 









































Figura 3.91 – Mecanismo de formação e oxidação de benzoquinona, a 
partir do catecol, e oxidação da hidroxi-hidroquinoa a hidroxi-p-
quinona, com formação de catecol-melanina com produto final [Mason 
1949, Nelson 1944]. 
 
 
A reacção levada a cabo pelo enzima V-BrPO da alga L. saccharina, não apresenta os picos 
característicos das hidroxiquinonas representadas na figura anterior, nem se detecta a 
formação de catecol-melanina, logo o mecanismo desta reacção, que contém iodeto, deverá 
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apresentar um mecanismo diferente. Embora não se tenha conseguido caracterizar o 
produto final, é possível que haja introdução de iodo no anel deste benzodiol, com 
formação de iodobenzoquinona. 
 
 
3.4.4. Reacções com guaiacol 
 
A oxidação do guaiacol pelo peroxidase na presença de peróxido de hidrogénio é um dos 
métodos colorimétricos mais utilizado para a detecção destes enzimas, pois forma-se um 
produto que apresenta um máximo de absorção a 470 nm. Este produto, de cor âmbar, foi 
descrito como sendo tetraguaiacol, 2,2’-dihydroxi-3,3’-dimetoxibifenilo, 4,4’-dihydroxi-
3,3’-dimetoxibifenilo e, mais recentemente, 3,3’-dimetoxi-bifenoquinona [Doerg et al. 
1997]. O esquema que ilustra o mecanismo da formação do produto corado resultante da 




































Figura 3.92 – Mecanismo proposto para a produção do produto corado, 
tetraguaiacol, derivado da oxidação do guaiacol [Doerg et al. 1997]. 
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Da reacção enzimática entre guaiacol e bromoperoxidase de vanádio, na presença de iodeto 




































Figura 3.93 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM guaiacol, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM 
HRP Sigma, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram 
efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
 
 
A partir da observação da figura 3.93 é possível verificar que no primeiro varrimento 
efectuado, no início da reacção enzimática, existe a produção de triiodeto, com máximos de 
absorção a 290 e 350 nm. Contudo, a partir deste período, a reacção desenvolve-se no 
sentido da produção de compostos com máximos de absorção a 260 e 300 nm. Neste ensaio 
não foi possível a detecção de picos característicos da formação do dímero tetraguaiacol, a 
276, 290 e 470 nm [Doerge et al. 1997, Haruchi et al. 1982], apenas se observou uma 
banda muito difusa e pouco intensa na zona entre os 420 e os 600 nm.  
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Este enzima foi inicialmente submetido  a testes enzimáticos para a detecção de actividade 
como peroxidase (PO), mas apresentou apenas valores residuais. Como tal não é possível 
afirmar que em presença do iodeto na reacção enzimática, o guaiacol e o peróxido de 
hidrogénio produzam o tetraguaiacol. Apenas se pode concluir que há formação de uma 
substância fracamente corada, em tons rosa, e que não há produção de nenhum sólido 
durante o período de reacção equivalente a 24 horas. 
 
 
3.4.5   Reacções com L-fenilalanina, L-histidina e L-triptofano 
 
Até ao momento todos os compostos estudados apresentavam um anel benzénico com, pelo 
menos, um grupo OH. Mas e se este não estiver presente? E se em vez do anel benzénico 
houver outros anéis aromáticos? Assim, decidiu-se investigar as reacções dos três 
aminoácidos aromáticos L-fenilalanina, L-histidina e L-triptofano. O primeiro composto a 
ser estudado, nesta série, foi o aminoácido L-fenilalanina (L-Phe), um dos vinte 
aminoácidos essenciais aos organismos vivos, usado nos processos anabólicos para a 
produção de proteínas [Nelson e Cox 2007]. A L-fenilalanina pode ser convertida em L-
tirosina, outro aminoácido essencial, que por sua vez poderá ser convertida em L-dopa, L-
dopamina, norepinefrina e, posteriormente, em epinefrina (adrenalina) por acção de 
enzimas [Nelson e Cox 2000], conforme o esquema representado na figura 3.94 ou 
convertido a melanina, como foi visto na figura 3.54. 
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Figura 3.94 – Mecanismo proposto para a produção, por via enzimática, de 
L-tirosina, L-dopa, L-dopaquinona, norepinefrina e epinefrina, a partir do 
aminoácido L-fenilalanina [Nelson e Cox 2000]. 
 
 
Da reacção enzimática entre a 0,324 mM L-Phe, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, assistida 
pelo V-BrPO da L. saccharina, resultaram os espectros ultravioleta-visíveis apresentados 
na figura 3.95. 
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Figura 3.95 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM L-Phe, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM 
HRP Sigma, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram 
efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
 
 
Os resultados obtidos para a reacção com a L-fenilalanina podem ser comparados com os 
da reacção enzimática na ausência do L-dopa, ilustrados na figura 3.95, ou seja, o que 
ocorre é reacção de formação de I3-, com máximos de absorção a 290, 350 e 460 nm [Sun e 
Dunford 1992]. 
 
A L-histidina (L-His), também um aminoácido essencial, possui um grupo imidazolo com 
um pKa de 6.0, o que vai implicar que pequenas alterações no pH poderão dar origem a 
variações na carga deste aminoácido. Por esta razão, a cadeia lateral exerce a função de 
ligando de coordenação em metaloproteínas e de centro catalítico em alguns enzimas. A 
cadeia lateral imidazólica possui dois azotos com propriedades distintas: um está ligado a 
um hidrogénio e doa o seu par de electrões ao anel aromático; como tal torna-se 
ligeiramente acídico, enquanto o outro doa apenas um dos seus pares de electrões ao anel, 
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ficando com um par de electrões livres e torna-se desta forma mais básico [Nelson e Cox 
2007]. 
A variação espectral da reacção enzimática, entre a 0,324 mM L-Hys, 0,324 mM KI, 1,02 






































Figura 3.96 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM L-His, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-
BrPO, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram efectuados 
entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
 
 
O aminoácido essencial L-triptofano (L-Trp) possui uma cadeia lateral aromática 
hidrofóbica, constituída por um anel indolo [Nelson e Cox 2007]. Por ser, também, um 
aminocatecol, este aminoácido foi utilizado na reacção enzimática, com iodeto de potássio 
e peróxido de hidrogénio. Os resultados obtidos durante o estudo da variação espectral na 
zona UV-vis encontram-se resumidos na figura 3.97. 
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Figura 3.97 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM L-Tyr, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-
BrPO, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram efectuados 
entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
 
 
Os resultados obtidos para a reacção contendo L-triptofano demonstram que, tal como 
aconteceu com os anteriores aminoácidos, L-fenilalanina e L-histidina, os intermediários 
produzidos neste ensaio correspondem aos compostos produzidos na ausência deste 
aminoácido. Conclui-se, portanto, que a L-triptofano não é um substrato para a reacção 
enzimática na presença de iodeto de potássio e peróxido de hidrogénio. 
 
 
3.4.6  Reacções com adrenalina 
 
A epinefrina (ou adrenalina), um neurotransmissor e uma hormona [Nelson e Cox 2007], é 
um aminocatecol com estrutura muito semelhante ao L-dopa, como é possível constatar na 
figura 3.99. Estudos efectuados demonstram que a epinefrina, com máximo de absorção a 
280 nm, pode ser oxidada a adrenocromo, com máximos de absorção a 305 e 485 nm, o 
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qual pode ser iodado dando origem ao 7-iodo-adrenocromo, com máximos de absorção a 
305 e 535 nm [Mattok e Wilson 1967]. 
A reacção da adrenalina, peróxido de hidrogénio e iodeto de potássio, na presença do 
enzima V-BrPO da alga L. saccharina, foi estudada espectrofotometricamente. Os 


































Figura 3.98 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM adrenalina, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 
nM V-BrPO, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram 
efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
 
 
A reacção enzimática catalisada pelo V-BrPO apresenta variações espectrais e de coloração 
semelhantes às descritas anteriormente para a reacção com L-dopa. Aqui é possível 
observar que existem compostos inicialmente produzidos que absorvem a 305 e 485 nm, 
mas no decurso da reacção a banda localizada na zona do visível, a 485 nm, realiza um 
deslocamento do máximo de absorção, que após 40 minutos de reacção encontra-se 
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estacionária a 535 nm. Este último valor de comprimento de onda é característico, como foi 
visto anteriormente, do composto 7-iodo-adrenocromo produzido inorganicamente. Desta 
forma é possível concluir que a reacção enzimática segue um mecanismo de produção de 
adrenocromo, uma vez que a adrenalina, incolor, ao ser oxidada a adrenocromo, cor-de- 
laranja, produz uma variação espectral que é traduzida na formação de picos a 305 e 485 
nm e este intermediário ao ser iodado forma 7-iodo-adrenocromo, de cor violeta, que 


























Figura 3.99 – Mecanismo de produção de adrenocromo e 7-iodo-adrenocromo a partir da 
adrenalina [Mattok e Wilson 1967]. 
 
 
A coloração final da reacção, assistida enzimaticamente, entre a adrenalina, iodeto de 
potássio e peróxido de hidrogénio, mantém-se inalterável mesmo após 48 horas e não se 
observa a formação de qualquer tipo de precipitado. 
 
 
3.4.6.1  Reacções não enzimáticas 
 
3.4.6.1.1 Iodeto de potássio – KI 
 
Visto estudos anteriores terem detectado a produção de 7-iodo-adrenocromo a partir da 
reacção entre a adrenalina e o iodeto inorgânico [Mattok e Wilson 1967], foi efectuado um 
 357
                                                                                    Apresentação e discussão de resultados 
ensaio onde se misturou 0,324 mM adrenalina e 0,324 mM KI, em 0,1 M acetato de sódio 







































Figura 3.100 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM adrenalina, 0,324 mM KI, em tampão 0,1 M 




Como é possível constatar, nas condições utilizadas, o iodeto e a adrenalina não reagem, 
originando um espectro invariável ao longo do tempo.  
 
 
3.4.6.1.2 Triiodeto de potássio – KI3
 
Quando se mistura o iodeto de potássio e iodo molecular numa solução aquosa, forma-se o 
anião triiodeto. A adição de uma solução de triiodeto à adrenalina produz variações 
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Figura 3.101 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM adrenalina, 0,03 mM KI3, em tampão 0,1 M 




Verifica-se que ao contrário do que aconteceu na mistura da adrenalina com o iodeto de 
potássio, a mistura entre a adrenalina e o triiodeto de potássio dá origem a uma reacção, 
com a produção de um composto cromóforo que absorve a 485 nm, ou seja, a adrenalina é 
oxidada pelo I3- dando origem ao adrenocromo. Contudo, o máximo de absorvância não 
sofre alterações durante o período em que a reacção foi monitorizada, apresentando apenas 
uma ligeira variação do valor da absorvância. Isto pode significar que o reagente e o 
produto têm um espectro muito semelhante ou, mais provavelmente, que a reacção é muito 
rápida, estando praticamente em equilíbrio durante o tempo de monitorização e que o 
produto formado é estável no intervalo de tempo estudado. 
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3.4.7   Reacções com L-dopamina 
 
A L-dopamina, tal como a epinefrina, também é uma hormona e um neurotransmissor 
[Nelson e Cox 2007], sendo a única diferença entre esta catecolamina e o L-dopa o facto de 
não possuir o grupo carboxílico que apresenta o L-dopa. Devido a estas características 
estruturais, a L-dopamina foi seleccionada para um novo ensaio enzimático, na presença 
dos substratos peróxido de hidrogénio e iodeto de potássio. Os perfis espectrofotométricos 

































Figura 3.102 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM L-dopamina, 0,324 mM KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 
nM HRP Sigma, em tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram 
efectuados entre 200 e 1000 nm, a 25 ºC. 
 
 
Como imediatamente se verifica, a reacção enzimática que envolve L-dopamina, iodeto de 
potássio e peróxido de hidrogénio em tudo se assemelha à reacção padrão do L-dopa, ou 
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seja, existe a produção inicial de uma solução rosada, que ao longo do tempo vai ficando 
mais intensa e ao fim de 4 horas de reacção observa-se a formação de um sólido preto. No 
entanto, uma leitura mais atenta demonstra que os intermediários obtidos podem ser 
diferentes, uma vez que os produtos formados absorvem a 305 e 510 nm. 
Na figura que se seque encontra-se esquematizado o mecanismo de produção da melanina 







































Figura 3.103 – Mecanismo de produção de melanina via L-dopamina e L-
dopaminocromo [Hastings 1995, Zoccarato et al. 2005]. 
 
A produção da melanina, neste caso, é precedida pela formação de um intermediário 
cromóforo, que absorve a 305 e 470 nm, a L-dopaminocromo. Este intermediário não é 
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detectado na reacção anterior, onde se encontra presente o iodeto de potássio, juntamente 
com a L-dopamina, peróxido de hidrogénio e V-BrPO. Este facto levanta, mais uma vez, a 
questão da possível entrada de uma espécie iodada na estrutura do intermediário 
provocando o desvio observado, ou seja em vez de se ver o máximo característico da L-




3.4.7.1    Reacções não enzimáticas 
 
3.4.7.1.1 Triodeto de potássio – KI3
 
O resultado da variação espectral obtido após a mistura de uma solução 0,03 mM KI3 e 








































Figura 3.104 – Espectros ultravioleta-visível, 20 ciclos com intervalos de 10 minutos, 
obtidos a partir da reacção de 0,324 mM L-dopamina, 0,03 mM KI3, em tampão 0,1 M 
acetato de sódio pH 5,4, a 25 ºC. Os varrimentos foram efectuados entre 200 e 1000 nm, a 
25 ºC. 
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A partir do espectros ultravioleta-visível apresentados na figura 3.104 é possível concluir 
que mais uma vez a solução contendo o anião triiodeto, em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, 
possui potencial redox suficiente para oxidar a L-dopamina, sendo o intermediário o 
dopaminocromo, que absorve a 480 nm [Hastings 1995, Zoccarato et al. 2005], tal como 
aconteceu com a produção de dopacromo a partir de L-dopa. 
 
 
3.4.8 Reactivação de enzimas 
 
3.4.8.1 HPO da Erylus discophorus, após cromatografia de 
permuta iónica 
 
As fracções enzimáticas semi-purificadas inactivas da esponja E. discophorus, obtidas após 
a passagem pela coluna de matriz DEAE e pela matriz Mono-Q e depois da congelação 
seguida de descongelação, foram submetidas a incubações em diferentes soluções contendo 
iões Ca(II), Fe(II), Fe(III), Mg(II), V(V) e o cofactor β−NAD, não apresentaram qualquer 
alteração relativamente aos testes de actividade enzimáticos como IPO efectuados após 40 
minutos, 10, 24, 48, 72 ou 96 horas de diálise. Estes resultados permitem-nos concluir que 
nenhum destes iões ou co-factores apresentam a capacidade de regenerar o centro activo do 
enzima em questão. Isto pode ver-se ao facto de nenhuma destas partículas serem o co-
factor do enzima ao por outro lado, o enzima pode ter sofrido uma desnaturação durante o 
processo de purificação ou na fase de congelação/descongelação. 
 
3.4.8.2 V-BrPO após reacção de halogenação 
 
Como foi visto na secção da caracterização do precipitado preto, o produto preto resultante 
da reacção entre 0,324 mM L-dopa, 0,324 m KI, 1,02 mM H2O2, 10,8 nM V-BrPO da alga 
L. saccharina, em 0,1 M acetato de sódio pH 5,4, foi removido para caracterização, no 
entanto a fase líquida restante desta mesma reacção foi aproveitada com o objectivo de 
recuperar o enzima halogenante V-BrPO.  
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Desta forma, todo o volume recuperado foi colocado em diálise inicialmente contra tampão 
0,05 M Tris-Cl pH 9,0, com a finalidade de remover sais em excesso, depois foi colocado 
na solução 240 µM NaVO3 em 0,05 M Tris-Cl pH 9,0, para reactivação do centro activo do 
enzima, e por fim foi efectuada uma última diálise para remoção do excesso de iões 
vanadato no extracto.  
O volume final obtido foi igual ao inicial, no entanto foram retirados 100 mL e 
concentrados em membranas Amicon 10 kDa, tendo sido recuperado 4 mL de extracto 
concentrado. Este extracto concentrado e o filtrado resultante foram submetidos a testes 
enzimáticos para a detecção de actividade enzimática como iodoperoxidase, no entanto os 
resultados foram nulos em ambos os extractos, havendo duas possíveis explicações para 
este facto, uma reacção do ião vanadato com compostos formados durante a reacção, ou a 
inactivação do enzima durante a produção do precipitado semelhante à melanina, visto que 
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4 Considerações finais e perspectivas 
 
Actualmente existe um número considerável de compostos halogenados isolados de 
organismos vivos. A grande maioria, estes compostos foram encontrados em organismos 
marinhos. Muitos destes compostos halogenados apresentam actividades biológicas 
diversificadas, permitindo, por exemplo, o seu uso na indústria farmacêutica.  
 
Recentemente, foi detectado a existência de um vasto leque de enzimas halogenantes. A 
extracção, purificação e caracterização química e estrutural destes enzimas é um passo 
determinante para posterior percepção do mecanismo de catálise destas proteínas, que 
possibilitam a formação de ligações carbono-halogéneo, sendo necessária a identificação 
prévia dos substratos naturais, e também sintéticos, utilizados por estes catalisadores 
biológicos. 
 
O objectivo inicial deste trabalho foi o isolamento de enzimas halogenantes, mais 
precisamente de haloperoxidases, de esponjas marinhas. Na primeira fase foram 
recolhidas 56 esponjas, nesse universo foram identificadas 21 espécies distintas, 13 das 
quais apresentavam actividade enzimática como bromo e/ou iodoperoxidase. Tendo em 
conta a quantidade de biomassa disponível, optou-se pela utilização de oito esponjas 
marinhas pertencentes à espécie Erylus discophorus, setes das quais foram recolhidas na 
Reserva Natural da Berlenga e uma na Ria de Ferrol. 
 
Na extracção enzimática foram utilizadas três metodologias distintas, duas das quais 
consistiam na precipitação de proteínas, com sulfato de amónio ou com etanol e uma na 
extracção directa do enzima para uma fase aquosa, nomeadamente o tampão 0,2 M Tris-
SO4 pH 8,3, tendo sido este último método o escolhido para as sucessivas extracções. 
 
Os processos de purificação de enzimas, executados após a extracção enzimática, foram 
optimizados, tendo sido utilizadas técnicas de separação com base em interacções 
electrostáticas reversíveis entre solutos iónicos e a fase estacionária e nas diferenças de 
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peso molecular. No entanto foi detectado apenas uma banda proteica com actividade 
enzimática como bromo e iodoperoxidase.  
 
Durante as etapas de purificação, este enzima demonstrou uma grande labilidade térmica, 
que se traduziu na perda total da actividade enzimática. Após a constatação desta 
labilidade, todas as fracções, em todas as fases de extracção, foram congeladas a -80 ºC. 
Contudo, este processo também se apresentou pouco eficaz, uma vez que a 
descongelação, em banho de gelo, conduziu a uma grande quebra e por vezes a perda 
total de actividade enzimática.  
 
Não foi possível, por todos estes factos, a caracterização extensiva deste enzima, mas foi 
possível determinar que esta proteína, extraída de esponjas da espécie E. discophorus, 
apresenta um elevado peso molecular, que o pH óptimo para a determinação da 
actividade enzimática como IPO é 5,0 em tampão 0,1 M acetato de sódio. Curioso, foi o 
facto, deste enzima apresentar actividade nula a pH superior a 6,0, quando se utilizou o 
tampão 0,1 M MES-Na. Entre os 4 e os 25 ºC a actividade enzimática como IPO mantém-
se constante, quando incubada durante um período inferior a 30 minutos, mas ao 
aumentar a temperatura verificou-se um decréscimo substancial desta actividade 
enzimática, perdendo 80 % de actividade como IPO aos 45ºC. 
 
Devido à instabilidade do enzima halogenante extraído da esponja marinha E. 
discophorus, a segunda etapa do trabalho consistiu no isolamento e utilização do enzima 
bromoperoxidase de vanádio da alga marinha Laminaria saccharina, um enzima já 
caracterizado, nos estudos de halogenação enzimáticos, na presença de peróxido de 
hidrogénio e de compostos fenólicos, tais como, L-tirosina, L-dopa, catecol, guaiacol, L-
histidina, L-fenilalanina, L-triptofano, epinefrina e L-dopamina. 
 
A reacção com L-tirosina demonstrou que o enzima da alga marinha L. saccharina, V-
BrPO, catalisa a iodação deste aminoácido produzindo monoiodotirosina e diiodotirosina, 
sendo 5,7 o pH óptimo deste ensaio. 
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Ao substituir L-Tyr por L-dopa a variação espectral experimentada foi completamente 
diferente. Verificou-se a produção de compostos cromóforos intermediários e a formação 
de um precipitado preto final, insolúvel em todos os solventes orgânicos experimentados.  
 
Esta experiência permitiu concluir que os enzimas haloperoxidases, também podem 
apresentar actividade enzimática semelhante aos polifenol oxidases, quando se encontram 
na presença de iodeto, uma vez que, estudos preliminares de caracterização morfológica e 
estrutural do precipitado preto obtido, permitiram a comparação deste com uma 
macromolécula biológica que apresenta as mesmas características, a melanina.  
 
O pH óptimo para a reacção entre L-dopa, iodeto de potássio e peróxido de hidrogénio, 
na presença de V-BrPO determinado foi 5,4. A utilização de brometo de potássio não 
permitiu a observação de variações espectrais semelhantes aos obtidos na presença do 
iodeto. O pseudohalogeneto tiocianato de potássio possibilitou a visualização de 
variações idênticas às experimentadas na presença do iodeto, contudo numa escala muito 
reduzida.  
 
O estudo da variação do enzima halogenante, utilizando o HPO da esponja marinha E. 
discophorus e HRP, permitiu concluir que a reacção de L-dopa, na presença de iodeto e 
peróxido de hidrogénio, com a produção de uma solução corada e de um precipitado 
preto, não é uma propriedade exclusiva de enzimas de vanádio. 
 
O catecol e o guaiacol, quando reagem com o peróxido de hidrogénio e iodeto de 
potássio, via V-BrPO, produzem compostos de coloração rosada, contudo não se 
observou a produção de nenhum sólido, mas condições utilizadas. 
 
Os aminoácidos L-histidina, L-fenilalanima e L-triptofano não são utilizados como 
substratos na reacção enzimática com iodeto e peróxido de hidrogénio. 
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O aminocatecol adrenalina, ou epinefrina, reage de uma forma muito semelhante ao L-
dopa, quando se encontra na presença de H2O2, KI e V-BrPO, mas não se observou a 
produção de precipitado. 
 
O neurotransmissor L-dopamina é o composto que reagiu de modo semelhante ao L-
dopa, com produção de intermediários cromóforos e um precipitado preto como produto 
final. 
 
As reacções não enzimáticas de L-dopa, epinefrina e L-dopamina, na presença de 
periodato de potássio ou triiodeto de potássio, demonstraram que os produtos 
intermediários oxidados são espectralmente diferentes dos obtidos enzimaticamente, pois 
os máximos de absorção deste não coincidem. 
 
É importante realçar que foi a primeira vez que se utilizou um haloperoxidase na 
produção de um sólido com características muito semelhantes à melanina. 
 
Embora não se tenha conseguido isolar e caracterizar devidamente o enzima 
haloperoxidase de esponjas marinhas E. discophorus, foi possível concluir que é um 
enzima instável, de elevado peso molecular e que tal como o V-BrPO da alga marinha L. 
saccharina e o peroxidase HRP, pode catalisar a produção de um sólido semelhante à 
melanina, quando se encontra na presença de peróxido de hidrogénio e iodeto de potássio. 
Este facto potencia a possibilidade de utilização destes enzimas noutros tipos de reacções 
para além das características oxidações de iões halogeneto. 
 
Todas as funções desempenhadas por estes enzimas, nos organismos vivos, continuam 
por esclarecer, bem como as condições fisiológicas em que actuam. Serão estes enzimas 
realmente utilizados para a produção de compostos halogenados, ou serão catalisadores 
que produzem compostos intermediários que posteriormente são utilizados na produção 
de polímeros e macromoléculas biológicas? 
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Embora os estudos realizados no âmbito deste trabalho não tenham contribuído para 
elucidar qual a estrutura dos enzimas halogenantes das esponjas marinhas pertencentes à 
espécie E. discophorus, permitiram alargar os conhecimentos relativamente ao tipo de 
reacções onde estes enzimas podem actuar, aumentando o interesse no estudo destes 
enzimas e levantando uma série de questões que podem abrir novas perspectivas. 
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Tabela AI.1 – Reagentes químicos. 
 
Designação Marca Grau de Pureza 
3,3'-Dimetoxibenzidina (o-dianisidina) Fluka >99 
Acetato de sódio tri-hidratado Riedel-de Haën >99,5 
Acetona Riedel-de Haën >99,5 
Acetonitrilo Riedel-de Haën >99,9 
Ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico mono-hidratado (MES) Sigma >99,5 
Ácido acético glacial Carlo Erba 100% 
Ácido cítrico mono-hidratado Sigma p.a. 
Ácido clorídrico Panreac 37% 
Ácido fórmico Panreac >98 
Ácido fosfórico Riedel-de Haën 85% 
Ácido sulfúrico Riedel-de Haën 61% 
Ácido tricloroacético (TCA) Sigma >99 
Acrilamida Sigma >99 
Azul brilhante de Coomassie G-250 Fluka p.a. 
Azul de bromofenol Riedel-de Haën p.a. 
Bisacrilamida  Promega >99,0 
β-Mercaptoetanol Merck >98 
β-NAD Sigma >98 
Brometo de potássio Merck >99,5 
BSA Sigma >97 
Butanol Sigma >99 
Carbonato de potássio Riedel-de Haën >99 
Carbonato de sódio Panreac >99,8 
Catecol Sigma p.a. 
Cloreto de cálcio Riedel-de Haën >98 
Cloreto de ferro(III) hexa-hidratado Sigma p.a. 
Cloreto de magnésio Riedel-de Haën >99 
Cloreto de potássio Riedel-de Haën >99,5 
D(+)-Glucose Sigma >99,5 
Dihidrogenofosfato de potássio Fluka >99,5 
Diiodotirosina Sigma p.a. 
Desoxicolato de sódio Fluka >98 
Dodecilsulfato de sódio (SDS) Sigma >99 
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EDTA Merck >99 
Epinefrina Sigma p.a. 
Etanol Panreac 100% 
Folin-Fenol & Ciocalteu Sigma 2 N 
Glicerol BDH >99 
Glicina Pharmacia >99,7 
Guaiacol Sigma p.a. 
Hidrogenofosfato de amónio Merck p.a. 
Hidrogenofosfato de sódio Riedel-de Haën >99 
Hidróxido de sódio Merck >99 
Iodeto de potássio Sigma >99,5 
Iodo Merck >99,8 
Padrões de massa molecular para filtração em gel Pharmacia p.a. 
Padrões de massa molecular para PAGE Pharmacia p.a. 
L-dopa Sigma p.a. 
L-dopamina Sigma p.a. 
L-fenilalanina Sigma p.a. 
L-histidina Sigma p.a. 
L-tirosina Sigma p.a. 
L-triptofano Sigma p.a. 
Metanol Panreac >99,8 
Monoclorodimedona (MCD) Sigma p.a. 
Monoiodotirosina Sigma p.a. 
Monovanadato de sódio Merck >98,5 
Nitrato de prata Riedel-de Haën >99,8 
Periodato de potássio Merck >99 
Peróxido de hidrogénio Panreac 30% 
Persulfato de sódio (PSA) Merck p.a. 
Polietilenoglicol 1500 (PEG 1500) Fluka p.a. 
Propanol Merck >99,5 
Reagente de Folin Sigma  
Sulfato de amónio Riedel-de Haën >99 
Sulfato de cobre(II) penta-hidratado Merck >99 
Sulfato de ferro(II) hepta-hidratado Carlo Erba >99,5 
Sulfato de sódio Merck >99 
Tartarato de Potássio e Sódio tetra-hidratado Merck >9 
TEMED Fluka >99 
Tiossulfato de sódio penta-hidratado Merck >99,5 
Tris(hidroximetil)amino-metano (Tris) Sigma >99 
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Tabela AI.2 – Matrizes cromatográficas. 
 
Designação Marca Função 
DEAE Sephacel Pharmacia Permuta iónica fraca 
Mono-Q Pharmacia Permuta iónica forte 
Sephacryl S300 Pharmacia Exclusão molecular 




Tabela AI.3 – Membranas de diálise. 
 
Designação Marca Função 
Membrana de celulose 
    Diâmetro: 49 mm, 





   
Membrana de celulose 
    Diâmetro: 21 mm, 
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Para além do material corrente de laboratório, foram utilizados os equipamentos que se 
encontram descritos na tabela que se segue. 
 
Tabela AII.1 – Instrumentação. 
Aparelho Marca Modelo 
Espectrofotómetro UV-Vis Hitachi U-2000 
Espectrofotómetro UV-Vis Shimadzu UV-1603 
Sistema FPLC 
     Válvula de posicionamento 
     Misturador 
     Unidade óptica 
     Unidade de controlo 
     Bombas 















Bomba peristáltica Pharmacia Biotech LKB 
Colector de fracções Pharmacia Biotech LKB 
Refrigerador Braun Frigomix U 
Centrífuga Beckman J2-MI 
Ultracentrifuga Beckman L8-60M 
Microcentrifuga Heraeus Biofuge primoR 
Aparelho de electroforese Bio-Rad Mini-Protean II 
Banho termostático Mgw-Lauda RM6 
Homogeneizador Heidolph REAX2000 
Microhomoneneizador CAT X 120 
Misturador Vortex Velp Scientifica Zx3 
Potenciómetro Crison micropH2001 
Membrana de celulose Sigma  
Filtro Amicon Milipore Ultra-4 10 kDa 
Ultra-15 10 kDa 
SEM JEOL JFC 1100  
EDS JEOL JSM-6301  Oxford INCA Energy 350 
FTIR Nicolet 6700 
ESI-MS Bruker Ion Trap ESQUIRE 3000+ 
DRX Philips PW1710 
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Solução tampão 0,2 M Tris-SO4 pH 8,3 
Pesar 24,2 g de Tris, dissolver em 950 mL de água bidestilada Milipore, adicionar 
ácido sulfúrico concentrado, gota-a-gota, com agitação, até atingir pH 8,3. 
Adicionar água até perfazer 1000 mL. 
 
Solução tampão 0,05 M Tris-Cl pH 9,0 
Pesar 6,08 g de Tris, dissolver em 950 mL água bidestilada Milipore, adicionar 
ácido sulfúrico concentrado, gota-a-gota, com agitação, até atingir pH 9,0. 
Adicionar água até perfazer 1000 mL. 
 
Solução tampão 0,17 M citrato-fosfato pH 6,2 
Adicionar 7,1 g ácido cítrico monohidratado, 18,8 g de hidrogenofosfato 
dissódico e perfazer com água bidestilada Milipore até 1000 mL. 
 
Solução tampão 0,1 M acetato de sódio pH 4,0-5,4 
Adicionar 8,2 g acetato de sódio monohidratado a 950 mL de água bidestilada 
Milipore e juntar ácido acético glacial, gota-a-gota, com agitação, até pH 
pretendido. Adicionar água bidestilada até perfazer 1000 mL. 
 
Solução tampão 0,1 M MES-Na pH 5,4-6,4 
Pesar 21,32 g de MES, dissolver em 950 mL água bidestilada Milipore, adicionar 
1 M NaOH, gota-a-gota, com agitação, até pH pretendido. Adicionar água até 
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TESTES DE ACTIVIDADE ENZIMÁTICA 
 
 
Actividade enzimática como iodoperoxidase – IPO 
 
A actividade enzimática como iodoperoxidase é medida seguindo a formação do ião 
triiodeto I3-, a partir da reacção do iodeto de potássio e do peróxido de hidrogénio 
catalisada pelo iodoperoxidase a 350 nm (εM 350 nm = 26 400 M-1.cm-1) [Hosoya 1963, 
Almeida et al. 1996, Almeida et al. 1998, Almeida et al. 2000, Almeida et al. 2001, Colin 
et al. 2003, Colin et al. 2005, Leblanc et al. 2006]. 
 
O processo de oxidação do I- na presença de H2O2 e do enzima iodoperoxidase pode ser 
expresso do seguinte modo [Björkstén 1968]: 
 
 
2 I-  +  2 H+  +  H2O2  2 I•  +  2 H2O Equação AIV.1 
2 I•  I2 Equação AIV.2 
I2  +  I-  I3- Equação AIV.3 
 
Supondo que a velocidade de reacção da equação AIV.2 é muito rápida e a reacção 
representada pela equação AIV.3 atinge rapidamente o equilíbrio, a velocidade de 
peroxidação do iodeto pode ser expressa do seguinte modo [Björkstén 1968]: 
 

























OHdv  Equação AIV.4 
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Nesta equação [I-] e [I3-] são as concentrações dos iões iodeto e triiodeto na mistura 
reaccional e K é a constante de equilíbrio da reacção inversa representada pela equação 
AIV.3, tal que:  
 







IIK  Equação AIV.5
 
Quando for possível assumir que [I-] se mantém constante (o que é plausível no estádio 



































































εM 350 n – nte de absorção molar do ião I3
- a 350 nm (2,6×104 
K – e equilíbrio (1,3×10-3 M) [Björkstén 1968, Vilter 
et al. 1983] 
 permite 
eterminar a velocidade de peroxidação do ião I- catalisada pelo haloperoxidase: 
 





Substituindo estes valores na expressão anterior obtém-se a expressão AIV.7, que
d
[ ] 0⎠⎝ ⎠⎝ Equação AIV.7 






























Experimentalmente, o teste de actividade como iodoperoxidase é efectuado seguindo a 
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solução tampão 0,2 M citrato-fosfato pH 6,2 na presença de 0,80 mM H2O2 e 6,06 mM 
KI [Vilter et al. 1983]. 
 
O teste de actividade é efectuado misturando, num volume reaccional total de 3,3 mL, os 
seguintes volumes: 
 
- 3 mL de solução tampão 0,2 M citrato-fosfato pH 6,2 
- 100 µL de solução 0,2 M KI em tampão 0,2 M citrato-fosfato pH 6,2 
- 100 µL de extracto enzimático 
- O teste é iniciado com a adição de 100 µL de solução 26,6 mM H2O2 em 
tampão 0,2 M citrato-fosfato pH 6,2 
 
Simultaneamente é efectuado um ensaio de referência, ou branco, no qual se adicionam 
as mesmas quantidades de reagentes, excepto o extracto enzimático, que é substituído 
pela solução tampão onde se encontra o enzima. 
 
O valor do declive da recta (dA350 nm/dt) obtido a partir da representação gráfica dos 
valores de absorvância a 350 nm em função do tempo, em minutos, é substituído na 
expressão AVI.7, tendo em conta que por convenção 1 mU de actividade enzimática 
corresponde a 1×10-9 moles de H2O2 consumidas por minuto, nas condições do teste 
[Vilter et al. 1983], determinando-se, desta forma, o valor da actividade enzimática como 






A solução de peróxido de hidrogénio é preparada a partir de uma solução 30% 
perhydrol. A concentração desta solução é verificada medindo a sua absorvância a 240 
nm contra a solução tampão em que se encontra e usando um coeficiente de absorção 
molar de 43,6 M-1cm-1 [Hager et al. 1966]. 
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Actividade enzimática como bromo e cloroperoxidase – BrPO e ClPO 
 
A actividade enzimática como bromoperoxidase e cloroperoxidase é determinada 
seguindo espectrofotometricamente, a 290 nm, a reacção de halogenação da 
monoclorodimedona (2-cloro-5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona) catalisada pelo 






+ X- + H2O2 X











A monoclorodimedona (MCD) exibe um máximo de absorção a 290 nm (ε290 nm = 20,2 
mM-1cm-1) que diminui acentuadamente quando esta espécie sofre halogenação. Deste 
modo, o estudo da velocidade inicial de diminuição de absorvância possibilita um método 
sensível para a determinação da actividade enzimática de halogenação das 
bromoperoxidadses (ε290 nm (Br-MCD) = 0,2 mM-1cm-1) e cloroperoxidases (εM 290 nm (Cl-
MCD) = 0,2 mM-1cm-1). 
 
































dA nm – a variação da absorvância a 290 nm no instante zero. 
εM 290 nm – o coeficiente de absorção molar da MCD a 290 nm (20,2 M
-1cm-1) 
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Este teste apenas permite detectar a cloração e bromação da MCD e não a iodação, pois a 
formação simultânea de triiodeto mascara a redução de absorvância associada ao 
consumo de monoclorodimedona. 
 
A mistura reaccional utilizada nos testes de actividade enzimáticas como 
bromoperoxidase e cloroperoxidase é constituída por uma solução tampão 0,2 M citrato-
fosfato pH 6,2 na presença de 50 µM MCD, 2 mM H2O2 e 100 mM KBr ou KCl [Wever 
et al. 1985]. 
 
O teste de actividade é efectuado misturando, num volume reaccional total de 3,0 mL, os 
seguintes volumes: 
 
- 1,8 mL de solução 83 µM MCD em tampão 0,2 M citrato-fosfato pH 6,2 
- 1,0 mL de solução 0,3 M KBr (ou KCl) em tampão 0,2 M citrato-fosfato pH 6,2 
- 100 µL de extracto enzimático 
- O teste é iniciado com a adição de 100 µL de solução 60 mM H2O2 em tampão 
0,2 M citrato-fosfato pH 6,2 
 
Simultaneamente é efectuado um ensaio de referência, ou branco, no qual se adicionam 
as mesmas quantidades de reagentes, excepto o extracto enzimático, que é substituído 
pela solução tampão onde se encontra o enzima. 
 
Os cálculos para a determinação da actividade enzimática (1 mU de actividade como 
bromo ou cloroperoxidase corresponde a 1×10-9 moles de MCD consumidas por minuto, 
nas condições do teste), são efectuados de acordo com a expressão AVI.9. 
 
 
A solução de peróxido de hidrogénio é preparada a partir de uma solução 30% 
perhydrol. A concentração desta solução é verificada medindo a sua absorvância a 240 
nm contra a solução tampão em que se encontra e usando um coeficiente de absorção 
molar de 43,6 M-1cm-1 [Hager et al. 1966]. 
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Actividade enzimática como peroxidase – PO 
 
No teste de actividade enzimática como peroxidase, ocorre a oxidação do guaiacol com a 
formação de tetraguaiacol que tem uma absorção máxima a 470 nm (εM 470 nm = 26,6x10-3 
M-1cm-1) [Tromp 1992, Lin e Kao 1999, Jebara et al. 2004]. 
 
Na determinação da actividade enzimática como peroxidase, utiliza-se uma solução 
tampão de 0,1M acetato de sódio pH 5,0 e soluções 1 % guaiacol e 0,3 % H2O2 em 
tampão 0,1 M acetato de sódio pH 5,0. Experimentalmente, o teste de actividade como 
PO é seguido espectrofotometricamente, medindo a formação do tetraguaiacol, a 470 nm, 
durante 180 segundos. O ensaio é efectuado misturando, num volume reaccional total de 
3,3 mL, os seguintes volumes: 
 
- 500 µL de tampão 0,1M acetato de sódio pH 5,0 
- 250 µL guaiacol a 1%  
- 100 µL de extracto enzimático 
- O teste é iniciado com a adição de 250 µL de solução 0,3 % H2O2 em tampão 
0,2 M citrato-fosfato pH 6,2 
 
Simultaneamente é efectuado um ensaio de referência, ou branco, no qual se adicionam 
as mesmas quantidades de reagentes, excepto o extracto enzimático, que é substituído 
pela solução tampão onde se encontra o enzima. 
 
A velocidade inicial da reacção de produção de tetraguaiacol é expressa por: 
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dA nm – a variação da absorvância a 470 nm no instante zero. 




Os cálculos para a determinação da actividade enzimática (1 mU de actividade como 
peroxidase corresponde a 1×10-9 moles de tetraguaiacol consumidos por minuto, nas 
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De um modo geral não existem métodos completamente satisfatórios para determinar a 
concentração de proteínas num amostra. A escolha do método depende da natureza da 
proteína e de outros componentes existentes na amostra, da rapidez pretendida, do rigor e 
da sensibilidade do ensaio. 
 
Existem vários métodos para a determinação do conteúdo proteico, entre os quais se 
destacam o método de Warburg-Cristian [Wilson e Walker 2000, Roe 1989], o método de 
Bradford [Wilson e Walker 2000, Bradford 1976] e o método de Lowry [Wilson e 
Walker 2000, Roe 1989, Lowry 1970]. 
 
As principais características dos métodos referenciados anteriormente encontram-se 
sintetizadas na tabela AV.1, permitindo fazer um estudo comparativo. 
 
 

















0,050 Não Moderada Elevada Elevada/simples 
Bradford 0,010 Sim Baixa Moderada Elevada/simples 
Lowry 0,005 Sim Elevada Elevada Moderada/moderada
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Como a purificação de um enzima (proteína) envolve a remoção selectiva de outras 
proteínas, é necessário determinar a actividade enzimática relativa à quantidade de 
proteína presente. Assim, a medida da actividade enzimática por miligrama de proteína 
(sendo a actividade específica U.mg-1) pode ser utilizada com um indicador do grau de 
pureza do enzima nas várias fracções obtidas durante uma purificação. Deste modo, a 
utilidade de um determinado passo do processo de purificação pode ser avaliado com 
referência a um aumento na actividade específica do enzima a purificar, pois esse 
aumento indica purificação. 
 
 
Método de Warburg-Christian 
 
A leitura de absorvâncias a 260 e 280 nm, como método de estimativa da quantidade de 
proteína, destaca-se de outros devido à sua simplicidade, rapidez e possibilidade de 
recuperação da amostra doseada. 
 
Este método baseia-se no facto de quase todas as proteínas apresentarem um máximo de 
absorção em redor dos 280 nm (devido principalmente a resíduos de tirosina e triptofano) 
e um mínimo nos 260 nm. Como os níveis combinados dos dois aminoácidos são 
aproximadamente constantes em muitas proteínas, a concentração de proteína (numa 
amostra pura) é geralmente proporcional à absorvância a 280 nm, No entanto, como a 
absortividade molar da proteína (normalmente desconhecida) depende significativamente 
da quantidade destes dois aminoácidos, os resultados obtidos são pouco exactos dado que 
apenas se obtém uma estimativa algo grosseira do conteúdo proteico [Wilson e Walker 
2000, Roe 1989, Warburg e Christian 1931]. 
 
Este método é bastante sensível a interferências pois muitos outros compostos absorvem 
na mesma região, nomeadamente os ácidos nucleicos que apresentam um máximo de 
absorção a 260 nm (e um mínimo a 280 nm). Para deduzir o seu contributo é medida em 
simultâneo a absorvância da amostra a 280 nm (A280) e a 260 nm (A260), utilizando a 
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[proteína] (mg.mL-1) = 1,55 × A280 – 0,76 × A260
 
 
É de se referir que o tampão onde se encontra a amostra é incluído no branco utilizado, 
sempre que esse ou qualquer outro componente da amostra absorva nos comprimentos de 
onda em questão. 
 
A medição espectrofotométrica a 260 e 280 nm é uma técnica de sensibilidade 
intermédia, que requer a presença de 0,05 a 2 mg de proteína. 
 
Ao considerar a determinação do conteúdo em proteína como guia de evolução do 
processo de purificação (em termo de actividade específica), a variabilidade e pouco rigor 
deste método é de pouca consequência. Assim, neste trabalho foi utilizado este método na 
monitorização dos processos de extracção e purificação inicial, com vista a obter 
resultados que permitissem uma análise imediata do progresso dos processos em questão. 
 
 
Método de Bradford  
 
Este método baseia-se na ligação estabelecida entre as proteínas e o corante Azul 
brilhante de Coomassie que existe em duas formas coloridas diferentes: vermelha e azul. 
Nas condições de pH do método, o corante encontra-se na sua forma catiónica (absorção 
a 495 nm) e a absorção a 595 nm é fraca. Todavia, quando se liga às proteínas ocorre uma 
estabilização da forma aniónica protonada do corante, passando a absorver fortemente na 
região dos 595 nm, ou seja ocorre um deslocamento do máximo de absorção de 495 nm 
(forma vermelha) para 595 nm (forma azul) [Wilson e Walker 2000, Zor e Selinger 1995, 
Bradford 1976]. 
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O complexo azul proteína-corante possui um elevado coeficiente de absorção, o que 
implica uma elevada sensibilidade na medida da proteína. A ligação do corante a esta é 
um processo rápido (aproximadamente 2 minutos), mantendo-se o complexo proteína-
corante disperso em solução durante um intervalo de tempo relativamente longo, 
aproximadamente 1 hora, o que torna este método rápido e sem necessidade de um 
intervalo de tempo crítico para o ensaio [Wilson e Walker 2000, Zor e Selinger 1995, 
Bradford 1976]. 
 
Uma das maiores vantagens deste método relativamente a outros existentes, 
nomeadamente o método de Lowry, é a sua baixa sensibilidade a interferências por parte 
de outros reagentes usualmente presentes em soluções com proteínas. Contudo, 
observam-se interferências de agentes tamponantes fortemente alcalinos, sendo este 
problema ultrapassado ao se efectuarem controlos com o tampão em causa seguido da 
subtracção do valor obtido para o controlo, matemática ou espectrofotometricamente. 
 
Adicionalmente, são também observadas ligeiras interferências por parte de outros 
componentes não proteicos como Tris, ácido acético, β-mercaptoetanol, sacarose, 
glicerol, EDTA, detergentes, como por exemplo o SDS, embora estas interferências 
também sejam eliminadas com o auxílio de controlos apropriados efectuados durante o 
ensaio [Wilson e Walker 2000, Zor e Selinger 1995, Bradford 1976]. 
 
A ressalvar é o facto de interferências com origem em elevadas quantidade de detergentes 
e em baixas concentrações de anfólitos não poderem ser obviadas, o que torna a presença 
destes componentes incompatível com o método em questão. 
 
A ligação estabelecida entre o corante e as proteínas é explicada com base em forças de 
van der Walls e em interacções hidrofóbicas, sendo a interferência por bases, detergentes 
entre outros, explicada ao se considerarem os efeitos destes sobre o equilíbrio 
estabelecido entre as diferentes formas do corante [Wilson e Walker 2000, Zor e Selinger 
1995, Bradford 1976]. 
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Existem dois tipos de protocolos experimentais para este método. O designado por 
método padrão, que se destina à determinação de proteínas no intervalo de concentrações 
de 200 a 1400 µg.mL-1, sendo o mais utilizado. O outro designa-se por microensaio e 
destina-se a amostras com baixo teor em proteínas, concentrações iguais ou inferiores a 




Preparação do reagente de Bradford 
 
Dissolver 100 mg de Azul brilhante de Coomassie G-250 em 50 mL de 95 % etanol, sob 
agitação. Adicionar à solução anterior 100 mL de 85 % ácido fosfórico e diluir com água 
bidestilada até perfazer 1000 mL, Filtrar a solução. O reagente de Bradford é estável à 
temperatura ambiente durante duas semanas. 
 
 Método padrão 
 
1. Preparar uma série de soluções padrão a partir de uma solução de BSA, de 
concentração conhecida no intervalo de 0,2 a 1,4 mg.mL-1. 
2. Colocar, separadamente, 100 µL de cada solução (solução padrão, amostras e 
possíveis interferentes) em tubos padrão. 
3. Adicionar a cada tubo 5 mL do reagente de Bradford, seguido de agitação. 
4. Incubar os tubos à temperatura ambiente, durante um período de 5 a 60 minutos, 
usar o mesmo intervalo de tempo para todas as amostras. 
5. Ler os valores de absorvâncias a 595 nm contra um branco, que pode ser água ou 
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1. Preparar uma série de soluções padrão a partir de uma solução de BSA, de 
concentração conhecida no intervalo de 1 a 25 µg.mL-1. 
2. Colocar, separadamente, 800 µL de cada solução (solução padrão, amostras e 
possíveis interferentes) em tubos. 
3. Adicionar a cada tubo 200 µL do reagente de Bradford, seguido de agitação. 
4. Incubar os tubos à temperatura ambiente, durante um período de 5 a 60 minutos, 
usar o mesmo intervalo de tempo para todas as amostras. 
5. Ler os valores de absorvâncias a 595 nm contra um branco, que pode ser água ou 
o tampão da amostra. 
 
Em qualquer um dos métodos (padrão ou microensaio) estabelece-se a relação entre a 
absorvância, a 595 nm, e os valores de concentração padrão de BSA por meio de uma 




Método de Lowry 
 
O método de Lowry, sem modificações, é um método que dá origem a uma coloração 
intensa, sendo muito sensível, pode ser usado na detecção de concentrações mais baixas 
de proteínas. No entanto, apresenta como desvantagem estar sujeito a elevadas 
interferências por parte de reagentes comummente utilizados na análise e purificação de 
compostos biológicos [Wilson e Walker 2000, Roe 1989, Lowry 1951]. 
 
A modificação do método consiste na precipitação das proteínas da amostra, com o 
intuito de as separar do material interferente. Após a precipitação, os níveis de proteína 
podem ser estimados quantitativamente pelo método de Lowry não modificado. A 
precipitação é efectuada com ácido tricloroacético (TCA do inglês trichloroacetic acid) e 
a recuperação quantitativa das proteínas precipitadas é conseguida com o uso de 
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desoxicolato de sódio, que actua como um agregador do material proteico [Bensadoun e 
Weinstein 1976]. 
 
Como passo de precipitação, conduz ao aumento da concentração de proteína, este 
procedimento também é útil para dosear proteínas presentes em amostras muito diluídas. 
A interferência por anfólicos no método de Lowry, tal como no método de Bradford, é 
tão severa, que as amostras de proteína isoladas por focagem isoeléctrica não podem ser 
doseadas directamente. Com o método modificado é possível dosear este tipo de amostras 
(ou com a realização de duas precipitações sucessivas ou desde que antes da precipitação 
a concentração de NaCl das amostras seja ajustada para 1 M), o que acentua as vantagens 
inerentes a estas modificações. 
O método de Lowry modificado permite assim determinar a concentração de proteínas na 
presença de praticamente todos os reagentes interferentes no método de Lowry não 
modificado, apresentando limites de detecção na ordem de1 a 600 µg proteína.mL-1 
[Lowry et al. 1951, Stoscheck 1990, Wilson e Walker 2000, Roe 1989, Bensadoun e 
Weinstein 1976] 
 
A composição dos vários reagentes e os volumes necessários de cada um deles para 
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Na2CO3  10 g
A 0,5 M NaOH Perfazer até 100 mL
CuSO4 0,64 g
B ddH2O Perfazer até 100 mL









ddH2O Perfazer até 100 mL
SDS 10 g
Ambiente 
6 meses 10 % SDS
ddH2O Perfazer até 100 mL
BSA 0,050 g
4 ºC 1 ano 2 mg.mL-1 BSA
ddH2O Perfazer até 25 mL
A 10 mL 
B 2 mL 
C 4 mL 
10 % SDS 5 mL 
Lowry com SDS 
 
(Vtotal = 50 mL) 
(Vnec cc = 21,6 mL)  
(Vnec am = 2,7 mL × nº amostras) 
ddH2O 29 mL  
Desoxicolato de sódio 0,03 g1 % Desoxicolato de Sódio 
(Vnec cc = 1,2 ml)  
(Vnec am = 0,15 ml × nº amostras) ddH2O 3 mL
TCA 5 g10 % TCA 
(Vnec cc = 24 ml)  
(Vnec am = 3 ml × nº amostras) ddH2O Perfazer até 50 mL












Folin-Fenol diluído (1:2) 
(Vnec cc = 2,4 ml)  
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1. Preparar uma série de soluções padrão de BSA, onde a concentração de BSA nos 
ensaios esteja na gama de 0 a 100 µl /ml: 
2. Diluir cada amostra a dosear de 1:2,5 (400 µl de amostra + 600 µl de ddH2O). 
3. Curva de calibração: pipetar, para eppendorfs não cónicos, 250 µl de cada 
solução padrão diluída. 
Doseamento amostras: pipetar, para eppendorfs não cónicos, 250 µl de cada 
amostra diluída. Efectuar triplicados de cada padrão e de cada amostra. 
4. Adicionar 50 µl de desoxicolato de sódio 1%. 
5. Adicionar 1 ml de TCA 10%. Incubar à temperatura ambiente durante 10 minutos. 
6. Centrifugar a 10.000 rpm (microrotor) durante 10 minutos. 
7. Desprezar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 900 µl de reagente de Lowry 
com SDS. Incubar à temperatura ambiente durante 10 minutos. 
8. Adicionar a cada tubo 100 µl de reagente de Folin-fenol diluído. Incubar de 30 
minutos a 3 horas à temperatura ambiente e na a ausência de luz. 
9. Efectuar leituras de absorvância a 750 nm em células de plástico descartáveis 
(também é possível ler a absorvância a 540 nm mas a sensibilidade é menor). 
10. Estabelecer a relação entre os valores de absorvância e os valores de concentração 
efectiva de BSA através de uma regressão linear. A concentração de cada amostra 
é determinada com base na curva padrão assim obtida (considerar o factor 2,5 
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Técnicas electroforéticas  
 
As técnicas de electroforese são habitualmente utilizadas para separar os componentes de 
uma mistura de proteínas, sendo imprescindíveis para a caracterização destas, bem como 
para a aferição da pureza das misturas proteicas. 
 
O princpio químico subjacente à electroforese baseia-se no facto de as proteínas 
possuírem carga eléctrica quando se encontram em meios com pH diferente do seu ponto 
isoeléctrico (pI). Assim, quando sujeitas a um campo eléctrico, as proteínas migram em 
função da sua densidade de carga, o que conduz à sua separação ao longo do processo 
electroforético visto que cada proteína apresenta uma mobilidade característica [Hames 
1991, Dunn 1989, Copeland 1994]. 
 
A matriz escolhida para a separação de misturas proteicas é um gel de poliacrilamida que 
resulta da polimerização de monómeros de acrilamida em longas cadeias interligadas, 
numa rede tridimensional, por compostos bifuncionais como N,N’-metileno-
bisacrilamida (Bis). A proporção destes dois reagentes na composição do gel determina 
as dimensões dos seus poros, estes parâmetros condicionam o intervalo efectivo de 
separação [Hames 1991, Dunn 1989, Copeland 1994, Hofer 1994]. As electroforeses 
realizadas nesta matriz são habitualmente designadas por PAGE (do inglês 
PoliAcrilamide Gel Electrophoresis). 
Para além da acrilamida são também utilizados na elaboração da matriz persulfato de 
amónio (PSA) e N,N,N’,N’-tetrametilenodiamina (TEMED). O PSA tem como finalidade 
promover o início da polimerização da rede tridimensional de acrilamida e o TEMED 
destina-se a acelerar a velocidade de polimerização [Bio Rad]. 
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De acordo com os objectivos pretendidos, é possível optar-se por uma variedade de 
procedimentos que permitem separar proteínas com base numa ou mais características, 




A electroforese nativa é usada na análise de proteínas solúveis, apresentando a importante 
vantagem de preservar as suas características e propriedades biológicas. Esta é uma 
técnica praticamente obrigatória na avaliação da pureza da proteína a isolar, sendo 
frequentemente usada na monitorização do processo de purificação e na identificação das 






Todas as electroforeses realizadas consistiram em géis com concentração constante de 
acrilamida, nas quais se utilizou o dispositivo Mini-Protean II Electrophoresis cell da Bio 
Rad. 
 
No âmbito deste trabalho foi usado o sistema descontínuo proposto por Laemmli 
[Laemmli 1970]. Este sistema consiste na produção de um gel resolvente ou separador 
(inferior) e num gel concentrador (superior). Este último actua concentrando o volume 
das amostras, conduzindo à melhor resolução das bandas e a resultados mais satisfatórios 
do que aqueles que seriam possíveis com os mesmos volumes de amostra na ausência 
deste gel concentrador. 
Na tabela AVI.1 encontram-se descritas as composições das soluções de partida 
utilizadas na electroforese em géis de poliacrilamida. As devidas diferenças, consoante a 
electroforese pretendida estão indicadas. Nas tabelas AVI.2 e AVI.3 estão descritas as 
condições de preparação dos géis separador e concentrador. 
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Solução Composição Observações 
Solução de acrilamida 
acrilamida/bisacrilamida 
(30,8 % T, 2,7 % C) 
30% (m/v) acrilamida 
0,8% (m/v) bisacrilamida 
Filtrar. Guardar na ausência de luz até 3 
meses a 4ºC. 
Tampão do gel resolvente 1,5 M Tris-Cl pH 8,8 pH 8,8-9,0. Guardar até 3 meses a 4°C. 
Tampão do gel 
concentrador 
0,5 M Tris-Cl pH 6,8 pH 6,6-6,8. Guardar até 3 meses a 4°C. 
SDS 10% 10 % (m/v) SDS 
Agitar suavemente. Guardar até 6 meses à 
temperatura ambiente. 
NATIVA
0,375 M Tris-Cl pH 8.8 
Cobertura de gel 
resolvente SDS-NATIVA
0,375 M Tris-Cl pH 8.8 
0.1 % SDS 
Guardar até 3 meses a 4°C. Usar para lavar 
o gel resolvente ou para equilibrar o 
mesmo até à sua utilização. 
NATIVA
0,125 M Tris-Cl pH 6,8 
20 % (v/v) glicerol, 
0,02 % Azul de bromofenol  
Tampão de tratamento da 
amostra SDS-NATIVA
0,125 M Tris-Cl pH 6,8 
 4 % SDS 
20 % (v/v) glicerol 
0,02 % Azul de bromofenol  
Guardar em alíquotas de 0,5 mL, a –20 °C 
até 6 meses. 
NATIVA 
Após diluição 1:5 
0,025 M Tris 
 0,192 M glicina pH 8,3 
 
Tampão de eléctrodo 
(5×) 
SDS-NATIVA 
Após diluição 1:5 
0,025 M Tris pH 8,3 
0,192 M glicina 
0,1 % SDS 
Não é necessário verificar o pH => pode 
fazer-se directamente no frasco onde se 
guarda este tampão. Guardar até 1 mês à 
temperatura ambiente. 
10% PSA 10 % (m/v) PSA Preparar todos os dias. 
Água saturada com 
n-butanol -------------- 
Estável indefinidamente à temperatura 
ambiente. 
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Tabela AVI.2 – Soluções para PAGE, segundo Laemmli, para géis pequenos. 
 
 
Concentração final de gel resolvente (% T) 
 






(Vt = 5 mL) x
SOLUÇÃO 5 % 7,5 % 10 % 12,5 % 15 % 4 % 
Solução de acrilamida 
Tampão do gel resolvente 
Tampão do gel concentrador 
10 % SDS (gel SDS-NATIVO) 
H2O bidestilada 






























Desarejar durante 15 minutos 















x Volume suficiente para dois mini-géis com 0.75 mm de espessura. Se 1.5 mm duplicar os volumes. 
 
 
Tabela AVI.3 – Soluções para PAGE, segundo Lammeli, para géis grandes. 
 
 Concentração final de gel resolvente (% T) 
 
 (Vt = 45,24 mL) x
Concentraçã




(Vt = 20 mL) x 
SOLUÇÃO 5 % 7,5 % 10 % 12,5 % 15 % 4 % 
Solução de acrilamida 
Tampão do gel resolvente 
Tampão do gel concentrador 
































Desarejar durante 15 minutos 















x Volume suficiente para dois géis grandes com 0.75 mm de espessura. Se 1.5 mm duplicar os volumes. 
Sendo: % T = [g (acrilamida) + g (bisacrilamida)] / Vtotal  
% C = g (bisacrilamida) / [g (acrilamida) + g (bisacrilamida)] 
  XLIV 
  Apêndices 
 
Após a montagem do dispositivo de electroforese, introduz-se o gel separador com o 
auxílio de uma pipeta e coloca-se à superfície deste uma pequena camada de água 
saturada com n-butanol. Quando a polimerização estiver concluída, retira-se a camada do 
álcool, lava-se com água bidestilada, introduz-se o gel concentrador e o molde dos poços. 
Após a polimerização deste, introduz-se o aparato na tina previamente cheia com tampão 
de eléctrodo e seguidamente introduzem-se as amostras e as proteínas padrão nos poços 
do gel concentrador. A voltagem aplicada varia consoante o tipo de gel [Ortiz et al. 
1992]. 
 
Contudo, antes da introdução nos poços do gel, as amostras têm de ser sujeitas a um pré 
tratamento. As amostras para PAGE são misturas na proporção 1:1 de tampão de amostra 
nativo com a amostra a analisar. 
 
 
Análise dos perfis electroforéticos 
 
Após a execução da electroforese, o gel é sujeito a um conjunto de operações que 
permitem visualizar bandas de proteínas. Neste trabalho foram usados três métodos de 
detecção de proteínas em géis PAGE: a coloração com o Azul de Coomassie, coloração 
com nitrato de prata, coloração para actividade enzimática com o-dianisidina. 
Seguidamente serão descritos os protocolos experimentais para as técnicas de coloração. 
 
Coloração de géis com Azul de Coomassie 
 
Após a electroforese, o gel é submerso durante duas horas, no mínimo, numa solução 
contendo 0,05 % em Azul de Coomassie R250, 40% metanol, 7 % ácido acético. 
Seguidamente, remove-se o excesso de corante com a substituição desta solução por uma 
outra contendo 40 % metanol e 7 % ácido acético, durante 30 minutos. A visualização das 
bandas de proteínas é feita por submersão do gel numa solução contendo 5 % metanol e 7 
% ácido acético, pois esta descolora o fundo do gel, variando o tempo, permitindo a 
observação de bandas azuis correspondentes às proteínas [Copeland 1994]. 
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Coloração de géis com nitrato de prata 
 
A coloração de géis com nitrato de prata constitui um método muito sensível que permite 
detectar 1 a 3 ng de proteínas. Apesar da sensibilidade desta coloração, existem 
desvantagens uma vez que esta técnica permite corar outras substâncias contidas nas 
amostras para além das proteínas, sendo por isso um método menos específico [Blum et 
al. 1987]. 
As etapas deste método de coloração encontram-se descritas na tabela AVI.4. 
 
Tabela AVI.4 – Etapas do método de coloração com nitrato de prata [Blum et al. 1987]. 
Etapa Solução Tempo Observações 
Fixação 
50 % (v/v) Metanol 
12 % (v/v) Ácido acético 






Lavagem 50 % (v/v) Etanol 3 × 20 min. Se necessário, várias horas 









0,2 % (m/v) Nitrato de prata 
0,075 % (v/v) Formaldeído 
20 min. - 
Lavagem 
6 % Carbonato de sódio 
0,0004 % Tiossulfato de sódio 
0,05 % Formaldeído 




Desenvolvimento Água bidestilada 10 min. Até visualização das bandas de proteínas. 
Lavagem Água bidestilada 2 × 2 min. - 
Paragem 
50 % Metanol 
12 % Ácido acético 
10 min. - 
Lavagem 50 % Metanol 20 min. (mínimo) 
Guardar o gel a 4 ºC 
para posterior 
secagem. 
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Coloração de géis com o-dianisidina 
 
Este método permite visualizar bandas de proteínas com actividade enzimáticas de 
iodoperoxidase, como resultado da oxidação da o-dianisidina pelo peróxido de 
hidrogénio, na presença de iodeto. Esta actividade é observada após o aparecimento de 
bandas com uma tonalidade acastanhada [Vilter e Glombitza 1983, Gabriel e Gersten 
1993, Leblanc et al. 2006]. 
O procedimento experimental deste tipo de coloração encontra-se descrito na tabela 
AVI.5. 
 
Tabela AVI.4 – Etapas do método de coloração com o-dianisidina [Vilter e Glombitza 
1983, Gabriel e Gersten 1993, Leblanc et al. 2006]. 
Solução Procedimento Observações 
Tampão 0,17 M citrato-fosfato pH 6,2 
Submergir o gel 
em  
50 mL e agitar. 
- 
6,3 mM o-dianisidina* Adicionar 5 mL e agitar. - 
26,6 mM H2O2
em tampão 
0,17 M citrato-fosfato pH 6,2 
Adicionar 5 mL 
e agitar. 
Aguardar alguns 
minutos, até o 
aparecimento de bandas 
escuras com actividade 
como peroxidase. 
0,2 M KI  
em tampão 
0,17 M citrato-fosfato pH 6,2 
Adicionar 5 mL 
e agitar. 
Aguardar alguns 
minutos, até o 
aparecimento de bandas 
escuras com actividade 
como iodoperoxidase. 
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